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T~ + - твтрафенилфссфоний
Т~АФ+ - трифенилметилфос~оний
ЭТЦ - элеУ.тронно-транспортная цепь





Y~5- ЕЫХОЦ биомассы по субстрату, г.г-I
~~ - ЕЫХОЦ биомассы по кислороцу, Г.МQль-I
'?т- ЕЫХ:Оп. биомассы по АТФ, г.моль-l
др - ПРОТОНЦЕижущая сила, мВ
Ll. <jJ - трансмембранный элентрический потенциал, мВ
дрН - трансмембранный грациент рН, мв
др"'! - трансмембранный гра аиент Ыа +, мВ
~:/F - трансмембранный электрохимический потенциал Ыа+,
- скорость потребления кислороца,





Г.Г .ч- скорость потребления субстрата,
- скорость потока ЕОЗП,уха через
- скорость раэбаЕления, ч-I
- уцельная скорость роста, ч-I
ферментатор, -1л.ч
мВ
CH~- КОЭQфЛЦАент пассИЕНОй ПРQницаемости меМбраны для
ПрОТОНОЕ, j1ЛОЛЬ н+. С-1. r-I. д p+i (ециницы)
CNJ - ксэф"):щие!iТ паССИЕНОй проницаемос ти reM6:;>aнbl цля
N + N + -1 -I +- (а , Jпюль а. с . г . Д р Nз е аит..гицы )
N - стехиом~трическое о~нашен~е if/o ~lхательно~ цепи
L~ - l{ОЭl»)IЩ~-':.ент Ыа+ -ПРОЕОЦИ:--ЮСТИ н+/Na+ антипортера ,
8.
jМОЛЬ Ыа+ .с-1 .г-1• А рЫа+ -1(ециницы)
L - коэ~~ициент общей н+-ПРОЕОЦИМОСТИ мембра-
Н+ -1 -1 H-I( )НЫ, j<МОЛЬ .с .г • L1 Р единицы
В н+ ЕНУТР - буферная емкость ДЛЯ н+ Енутриклеточной
фазы, jЧ моль н". дрн-1(ециницы)
В н+ срецы - БУ9ерная емкость цля н' срецы,
.fМОЛЬ н", ДрН-Iсец.)
В ~a+ ЕНУТР - буферная емкость цля lIa+ Енутриклеточной
фазы, ,рмоль Ыа+. д рМа+ -I(ециницы)
В Ыа+ срецы - буферная емкость для Ыа+ срепы ,
jЧмоль Ыа+.. АрЫа+ -I(ец.)
- рабочий объем фермента тора
- В н+ среды. В Н+ЕИУТР/(В н+срецы + В Н+ЕНУТР)
то же, что Вн, но относительно ПРОТИЕО-
иона(ОЕ) Х, электрически компенсирующего
трансмем6ранные ЦЕижения н+
JH.,.. - трансмембранный поток Н+, f моль н". С-1. г-1
~ - энергетический ЕЫХОЦ роста, %
j> - непроцуктивные энергозатраты, %
fi' - часть неПРОЦУКТИЕНЫХэнергоэатрат, 06УСЛОЕ-




Актуальность проблемы. для ПОЕышенияэффеКТИЕНОСТИбиотех-
нологического ПРОИЭВОЦСТЕаважно добиваться приближения значения
Еыхоца процукта к максимальной теоретически цостижимой Ееличине.
Оцним из путей решения этой зацачи является минимизация непро-
ЦУКТИЕНЫХэнергозатрат в метаболизме процуцентов, Е том числе
затрат на поццержание трансмембранных ионных грациентов ,
Роль трансмем6ранных грациеНТОЕ Н+, к+ и ~a+ Е энергети-
ке бактерий общеизвестна. За послеЩiие ~oды Е биохимии цостигну-
ты значительные успехи как Е расшифРОЕкемеханИЗМОЕэнергосопря-
жения, так и Е Еыяснении путей регуляции внутриклеточного ионно-
го гомеостаза с участием этих ИОНОЕ.Гораздо менее исслецованной
областью остается количеСТЕенный аспект затрат на поцдержание
ионных грациентов. Вместе с тем, Ееличина энергозатрат на поц-
держание градиентов энергосопрягающих ИОНОЕпрецставляет значи-
тельный теоретический интерес, так как исслеЦОЕания Е этом нап-
равлении вецут к слиянию идей хемиосмотической теории с феноме-
нологическим поцхоцом метоца материально-энергетического балан-
са. С поцдержанием упомянутых грациентов также непссрецственно
свяэана регуляция внутриклеточнсго рН, преДСТаЕЛЯЮЩаясобой од-
ну из центральных проблем СОЕременной физиологии бактерий.
С практической точки зрения знание заЕисимостей энергии
на поццержание ионных грациеНТОЕ от УСЛОЕИЙКУЛЬТИЕИРОЕанияи
физиологического состояния бактерий необхо цимо для более целе-
направленной оптимизации условий роста процуцента с целью мини-
мизации непро цуктивных энергозатрат.
В этой СЕЯЗИцелью цанной работы ЯЕЛЯЛОСЬколичеСТЕенное
опрецеление затрат энергии, расхоцуемых на поцдержание ионных
гра циент ов у бактерий. Внимание сосре цотачивалось на изучение
градиентов ОСНОЕНЫХэнергосопрягающих ионов н+ и Ыа + с возможно
10.
полным учетом фиэиологичесних факторов и выбирая Е качестве
объектов широко используемые 1:! биотехнологии процуценты - прец-
стаЕители 6аRтери~ РОЦОЕ Brevibacteri~~ и Zymomonas.
Достижение псстваленной Ц~ЛИ требовало эешения еле !1Уют~!:{
задач:
изучение величин тран снембранных электрохимических гра-
пиенэов др и А.j/'/Q'" Е заЕИСИМОСТИ от физиологического СОСТОЯНИЯ
и уеЛОЕИЙ кульгивирования бактерий ;
- измерение пассивной пронrщаемос~и мембраны для н+ и
Ыа+;
- опрецеление эфr]ектю:ноети генерирования энергии Е фИ2ИО-
логических УСЛОЕИЯХ;
- разработка ПОЦХОЦОЕ и меТОЦОЕ количественной оценки зат-
рат энергии на поддержание грациентов н" и Na +.
Научная НОЕизна работы
1. Впервые у бактерий на примере В. flavum покаээно ЕОЗ-
растание паеСИЕНОЙ н"-проницаености мембраны при низких значени-
ях рН среды.
2. Охарактеризована протонлеикушая сила и ее составлявшие
у B.flavum • Обнаружено, что у B.flavum СЕокеТЕен нетипично
широкий (цля аэробных бактерий) интервал изменений внутриклеточ-
ного рН Е зарисимости от значений рН срепы.
з. Впереые на примере В. fla'/UIn понаэана аависимость Ее-
ЛИЧИН 4 гН и д r от концентрации биомассы и от буферной емкос-
ТИ среды инкубирован ия сактерий.
4. у В. flз.vum обнаружен трансмембранный градиент На + и
иссяе цован механмэм его гененирования , Впервые оценен" Е еличина
пасеИЕНОЙ проницаемости бактериальной меибраны цля ИОНОЕ Ыа + .
5. Разработан ОР:1гина..1ЬНЫ-; метод оценки ст ехиометрии н+/0
11.
в ~тхательной цепи у культуры аэробных бактерий непосрецственно
Е фii:зиологических УСЛОЕИЯХ культивирования.
6. Впервые охарактвриэована протон пвижуцая сила у Zymo~onas
mobilis Е зависимости от рН срецы.
7. Предложены метоцические поцхощы ~Я оценки энергозатрзт
на поццер~ание трансмембранных ионных грациеНТОЕ.
Оценена величина энерго затрят на попдержение др и д/н;
у Brevibacte=ium flavuo • Опрецелена реличина энерrозатрат H~
по пцеркание зависимой от АТФаэы компоненты др У Z.mobilis.
Практическое значение работы
1. В работе прецставлена мето~ика количеСТЕенной оценки
неПРОЦУКТИЕНЫХ затрат энергии на поц~ержание ионных грациеНТОЕ
Е метаболизме бактерий. Полученные результаты относительно
В. flаVl..lП\ цапт ЕОЗМОЖНОСТЬминими зирое ать непроцуктмвные энер-
гоэатраты на по ццервание др. Обнаруженные закономерности за-
висимости паССИЕНОЙ н"-проницаемости и компонент .6? от усло-
ЕИЙ срецы ПОЗЕОЛЯЮТ HaxoW1Tb такой режим КУЛЪТИЕИрОВания B.fla-
vum , при КОТОрОМ трг.нсмембранныЙ паССИЕНЫЙ ПОТОК н+ имеет МИНИ-
мальное значение.
2. Разработанный мето п опре пеления ксэфрициентв !-r+/0 ПО
кислотным :1мпулъсам дает ЕОЗМОJI\НОСТЬконтролироеать эф;JеКТИЕнаеть
энергетического мета60лизыа у а.эробных rетеротрофОЕ Е процессе
их КУЛЬТ~ЕИРОЕания непосрецеТЕенно Е ферментаторе.
з. На примере 6~ктеРi1Й Zyтomonas mobilis показано, что
непро ЦУ:-:ТИЕныезатраты на генерирование IYJP частично чог ут
быть исподьэованы ПРО~УКТ~1ЕНО: ингибирование АТ~я.зного г енерато-
ра др ПР:-1ЕО ЦИТ к более эwеКТИЕ:-iОМУ обра эованию биомассы.
12.
ОБЗОР ЛИТЕРАТУPd
Глава 1. БАЛАНС МАССЫ И ЭНЕРГИИ В ПРОЦЕССЕ
РОСТА МИКРООРГАН~ЛОВ: НЕ11ЮДУКТИЕНЫЕ
ЭНЕРГО3АТРАТЫ
1.1. Опрецеление ПОНЯТИЙвыхоца И
непроцуктивных энергозатрат
Процесс роста минроорганИЗМОЕ можно рассмаТрИЕать как
сложную химическую реакцию, ~оторая поцчиняется законам нераЕ-
невесной термодинамики /214 ,255 /. Стехиометрию этой реакции
OTP~T экономичес~ие ~оэффициенты - ВЫХОД биомассы или про-
цукта на единицу потребленного источника углеро ца , знергии,
азота и т.ц. /13 ,I7 ,18 ,32 /. Выхоц обычно обозначают
БУКЕОЙ У С СООТЕеТСТЕУЮЩИМ индексом. Например, ВЫХОД биомас-
СЫ на единицу потребленного источника углероца выракается как




ИЛИ (8 стационарных процвссах)
V - j-{
/ Х/Б - CJ,s
а
;ч - у дельная скорость роста микроорганизмов,
qs - удельная скорость потребления субстрата.
У энсп.Экспериментально измеряемое значение Е неко-
где
тором циалаэоне может изменяться Б Э3ЕИСИМОСТИ от величины
неПРОЦУКТИЕНЫХэнергоэатрат Е метаболизме бактерий.
НеПРОЦУКТИЕНЫМИ назЫЕаются ТaRие затраты субстрата и
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соцержащейся Е нем энергии, которые не проявляются Е приросте
клеточной массы и/или синтезе целеЕОГО про~кта /92,227/. Ес-
ЛИ непроцук тивные затраты раЕНЫ нулю , то У достигает некото-
рога максхмального значения, СООТЕеТСТЕующего ситуации, когца
ЕСЯ энергия, со церхащаяся Е субстрате перехо пит Е биомассу
и/или процукт •
1.2. Термоцинамические ограничения величины У
Максимальная теоретически прецставляемая величина V
обозначается как теоретический ЕЫХОЦ у; теор. и ОПИСЫЕает
ицеальный случай, при хотором ЕСЯ химическая энергия, еоцержа-
щаяся Б субстрате, переходит Е биомассу (процукт ) , ОчеЕИЦНО t
что значения у выше V теор. "запрещены" первыв законом
т ерно цинамики, Теоретический ЕЫХО.П, можно расчитать на основе
баланса массы и энергии микробиологического процесса /14,90,
91,205/. для расчета баланса энергии широко используется ме-
ТОЦ, оеноеанный на разработанной В.К.Ерош~м и И.Г.МИНК8Еичем
теории реЦОКСОНОЕ/14,25,26,92,177/, гце энергосоцержание ор-
ганических ЕещеСТЕ Еы~ется Е ЭКЕИЕалентах ДОСТУПНЫХ элект-
рОНОЕ.
для характеристики эффеКТИЕНОСТИ некоторого процесса
можно ввести величину отношения Y3К'7Y~которая наэывавтся
энергетическим ЕЫУ.Опом процесса роста (или биосинтеза) и




С помощью? легко выразить неПРОЦУКТИЕныеэнергозатра-
ты (обозначаемые буквой j ):
утеор.
Слецует отметить, что на Ееличину реального Еыхоца
)lЭКСП. ограничения наклащывает также 2 закон термоцинамики.
В необрати~~ процессах (каким является микробньrn рост) преЕ-
ращение энергии не ПРОИСХОДИТсо 100 % эф.реКТИЕНОСТЬЮ:часть
(1.4)
снобоцной энергии субстрата "приносится в жеРТЕУ" для обеспе-
чения нужной скорости протекания Есего процесса /24,255/. Из-
Еестно, что 100 % эффеКТИЕНОСТЬСООТЕетствует раЕНОЕесному,
бесконечно мецленному процессу /24/. В работах по примененни-
ям линейной необратимой термоцинамики к энергетике митохонцрий
и бактерий /238,254/ показано, что оптимальная эффеКТИЕНОСТЬ
метаболизма цля обеспечения максимальной скорости роста (бак-
терий) или обраЗОЕания АТФ (митохонцрии) значительно ниже
100 %. Слецовательно , значение V теор Е ПРИ1Щипене цостижи-
мо и может рассматриваться как идеализация, уцобная для техно-
логических расчеТОЕ /43,214/.
1.3. Практическсе определение величины
непроцуктивных энергозатрат в
метаболизме бактерий
При превращении энергии субстрата в энерги~ биомассы
часть потерей обусловлены неэфрективным функционированием ме-
таболической системы бактерий, а часть - самой прироцой био-
химических механизмов, осуществляющих превращения энергии.
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Прецельно~~ случаю, когца метаболическая система функциони-
рует с ма~симально возможной эффе~ТИЕНОСТЬЮи первая часть
потерей равна нулю, соответствует ВЫХОД у макс •• Такое сос-
тояние обозначается как полностью сопряженный метаболизм
JI6 , 31 /, при котором Е ката60лиэме энергия образуется с
максимальной э(~еКТИЕНОСТЬЮи строго Е СООТЕетствии потреб-
УЭКCI1NнQIC.ностям анаболизма. Отношение ~ / может слу~ить мерой
сопряженности метаболизма J 16 J. СООТЕеТСТЕенно, Ееличина
V~IiYHat(.1 - / I выражает ту часть непроцуктивных энергоэатрат,
которая есть следствие несопряженности метаболизма и которая
может меняться при изменении физиологичес~ого состояния и ус-
ЛОВИЙ роста культуры. Обозначим ЗТИ энергоэатраты БУКЕой~1 :
I уэкс/)_
fl == ~ - -у-/>1-аkС. ( 1.5)
I
Величина ~ имеет более четкий биологический смысл, так как
по сраЕнению с ~ из рассмотрения исключается биологичес~и
нецоступная часть свободной энергии субстрата (например, та
цоля свободной энергии глюкозы, КОТОрая не перехоцит Е знер-
гию АТФ~ -образуемого Е процессе ката60лизма Е УСЛОЕИЯХмакси-
мальной сопряженности энергетики).
Значение у макс количественно опрецеляется по стехио-
метрии Есех биохимических реакций катаболиэма и анаболизма.
Когца это сцелать труцно или неЕОЗМО~О, применяются некото-
рые приближенные мет оцы / 23 ,169, 214/.
Так как нас интересуют энергозатраты на попдержание ИОН-
ных гра циенТОЕ, ТО, очев и.цно , прав ильнее ПОЛЬЗОЕаться не hs
т. е. ЕЫХОЦОМ биомассы на единицу суммарного потребленного суб-
страта, а неким показателем, характеризующим ЕЫХОЦ биомассы на
ециницу су6тсрата, потребленного ис~лючительно ,ЦЛЯ генериро-
вания энергии. Таким покаэателем Е аэробном процессе может
16.
служить ЕЫХОЦбиомассы на ециницу потребленного кислоро па -
}</о ' который цля наших целей имеет несколько преимуществ пе-
рец ~/s /25,169/:
1) 60пее непосреце~Еенное отр~~ение эфпеКТИЕНОСТИэнерге-
тического метаболиэиа;
2) воаножнссть более точно иэмерить и непосре цственнс конт-
1/ЭКсп.
ролировать значение !'Х/о Е процессе хемостатного культинирова-
ния бактерий /6?/;
3) ЕОЗМОRНОСТЬсвязать полученные цанные с балаНСОЕЫМ
уравнением роста культуры в культурально~ срепе любого состаЕа
/25,77/ .
VЭkсп. V эксо.
Необхоцимо отметить, что значения (x/s И Ix/o ' а
TaK~e их заЕИС~МОСТЬоТ ряпа УСЛОЕИЙмогут различаться. Напри-
мер, ;;' хемостатной культуры Brevibact erium flavuт отношение
~-:;~;К;ipИнизких скоростях потока существенно ниже 'k:Jr:;;aKc-
/53/, что можно оnъяснить усиленным образованием ПРОЦУКТОЕмета-
\/~Kcп.
болизма, ЕЛИЯЮЩИМна значение fx/s • В случае B.fle.-vum
оказывается , что непро цуктивные энергозатраты j3 , полученные
с помощью разработанного Е нашей лаборатории импульсного метопа







Это обстоятеЛЬСТЕО ПОЕышает оценки непроцун тивных
энергозатрат на основании балан~а кислоро ца и указывает на 6Ш1-
V нокс. V Теор-
эость значения 'Х;о к /Х/о •
Для анаэробных бактерий р I У цоёно раСЧИТ8ТЬ на ОСНОЕа-
нии цанных о величине выхо ца биомассы на е циницу AT~. На уровне
~убстратн:ого ГРОС~ОРИЛИРОЕгнияболее строго соблюпается с техио-
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метрическое отнсшение Еыхоца АТФ на ециницу ка~~болизируемого
VЭКСЛ.
субстрата и, сле повательно , fХ/47Ф У анаэробов легче опре целить ,
чем у аэробных бактерий с их непостоянной эф~еКТИЕНОСТЬЮокис-
яительнот-о gосБОРИЛИРОЕМI!1Я/47,109,169/. Наибольшую неопрепе-
\/накс.
леннесть ПГУ".: этом вносит несовершенство мето пов измерения rX/ATif
/16,17,234,235/. То ~e относится ~ к опрецелению ~aкc. /187,
193,194/ .
Полученные значения ~' отра~ают целый набор различных
путей неПРОПУКТИЕНОГОрасхо пования энергии Е метаболизме. К
краткой их характеристике и классификаг ..тии нам нвоб хо пимо оста-
НОЕИТЬСЯпоцробнее.
1.4. ОСНОЕныепути неПРОЦУКТИЕНОГО
расходования энергии у бактерий
НеПРОЦУКТИЕныезатраты eY~CTpaTa и энергии Е метаболизме
гетеротрофных микрооргвниэмов можно разделить на три группы
/40/, и ка~цую группу по некоторой аналогии СFязать с опреце-
ленной стратегией ~изнецеятельности бактерий. ПерЕая группа -
затраты энергии, свяэанные с быстрым ростом - становится цоми-
нируюцей при осуществлении микроорганиэмами -с -тактики /240/
и включают затраты на компенсацию ошибок Е трансляции и транс-
кригщии, а так?':е затраты, СЕязанные с цисбалансом метаболизма.
Вторую группу состаЕЛЯЮТ затраты, цоминирую~ие у K-таКТИКОЕ -
по ццерхание г.КТИЕНОГОкатаболизма при разобщенном росте /254/.
С экологической точки зрения это СЕЯЗано с по ппержением еТ2-
оилъной численности популяции в эаполненной экологической сре-
де, благоцаря ЕЫСОКОЙконкурентноспосо6ности. К ~анной группе
затрат относятся циссипация энергии Е футильных ЦИКЛС''(, СНИ:К8-
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ние эфреКТИЕноети генерировения энергии, а также выброс непол-
ностью окисленных метаБОЛИТОЕ (" overf'lowJt ). Наконец, третья
группа неПРОЦУКТИЕ~ЫХ затрат СЕяэана с поцдержанием клеточной
целостности и СООТЕеТСТЕует характерной цля L -таКТИКОЕ стра-
тегии Еыжиеания /10/. Наряny С затратами на ресинтеэ макромоле-
кул , на реакции репарации и реактивации и на ПО цвизность , сюда
ЕХОЦЯТ также эатраты энергии на попдержание трансмембранных
ИОННЫХгра~иеНТОЕ. ЗатраTh1 на поц~ержание клеточной целостности
наиболее хорошо СООТЕеТСТЕУЮТ пеРЕоначально~~ классическому
опрецелению неэаЕИСИМЫХот скорости роста "затрат на поццержа-
ние метаболизма" /80,209/. Необхо пимо, о цнако , отметить, ЧТО
классическое понятие не имеет цостаточно четкой интерпретации
и , версятно , "затраты на по ццеркание метаболиама" Еключают
Е себя часть из остальных Еышеупомянутых путей нвПРО~VХТИЕНЫХ
энергозатрат. Нет Taк~e УПОЕлеТЕорительной метоцики измерения
"затрат на по цперкание". Во многих случаях их НЭЕОЗМОЖНО спи-
сыввть постоянным КQЗ9"Гициентш~ попцеркания и прихо пится посту-
лировать Э8ЕИСИМ.УЮ от скорости роста компоненту затрат с неяс.-
НЫМ физиологическим смыслом /193,194/. Поэтому Е настояшей ра-
боте мы не ПОЛЬЭОЕЭ.лись коэффициентом поплерканив пля количес-г-
Еенной хар~ктеристики энергоэатгат.
r9.
1.5. Потребление энергии на поццержание
протондвижущей силы и других
трансмембранкых ионных грациенТОЕ
Затраты на поццержание трансмембранных ионных градиен-
ТОЕ состаЕЛЯЮТ часть ОТ непроцуктивных энергозатрат, расхоцуе-
мых на поццержание клеточной целостности. О том, насколько ве-
лика эта часть t надежных цанных Е литературе найти не удалось,
Это СЕЯЗано с тем, что не существуют ПрЯМЫХ методов измерения
данной компоненты непроцуктивных затрат и все оценки целаются
на оеНОЕании некоторых косвенных цанных или априорных цопуще-
ний ,
Большой интерес исслецователей прИЕлекает Ееличина зат-
рат энергии на поццержание ПРОТОНЦЕижущей силы бактерий. Вмес-
те с тем, опрецелить эту величину весьма сложно, УЧИТЫЕая
центральную роль ПРОТОНЦЕижущей силы в энергетике / з5 , 107,
178 /. Сложность СОСТОИТ Е вычленении компоненты неПРОЦУКТИЕ-
НЫХ знергозатрат среци общих затрат энергии на поццерхание
,
стационарного УРОВНЯ ПРОТОНЦЕижущей силы. ОчеЕИДНО, что боль-
шая часть энергии, расхоцуемой на поццержание стационарной
ПРОТОНЦЕ ивущей силы, В итоге потребляется цля синтеза АТФ Е
процессе транспорта субстрата и не может причисляться к не-
ПРОЦУКТИЕНЫМ затратам. К неПРОЦУКТИЕНЫМ энергоэатратам отно-
сятся только 2 Еида затрат: компенсирование пассивного потока
ПрОТОНОЕ по градиенту протанцвижущей СИЛЫ и расход энергии на
под~вижность бактерий (эаеисящую от ПРОТОНДЕижущей силы). 3
пальнейшеи поц термином "энергсэатраты на по цдеркание протон-
ЦЕ ижущей силы" мы 6у цем по цраэумевать исключительно непроцук-
ТИЕНУ~ ко~поненту.
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ИЗЕ естно , что неоптимальные значения рН сре ЦЬ! и нонцент-
V:3KCп.
раций Na+ и к" ПрИЕОЦИТ К значительному снижению /Х/s и
\/ ЭJ:'сп.
УХ/О /110,192,253), что, очеЕИЦНО, СЕиц~теЛЬСТЕует о ЕОЗРОС-
тих энерго затратах на по пдерпание соответствукшз х грацзвн тов ,
Оцнако, количеСТЕехных ~ачных 06 энергии на поцдержание ~~K~O-
го ИЗ ЭТИХ ионных градиентов Е заЕИСИМССТИ от УСЛОЕИЙ культи-
вирования бактерий , к TOWlj же выраженных Е процентах от общего
потребления энергии (или же от оt'Sщих непро ПУКТИЕНЫХ "1нергозат-
рат ) прак-гически не имеется. Можно отметить работу Стут хомера
и Бетенхауссена )236), где оцеНИЕается цоля энергии, эатраЧИЕа-
емая Е. coli на по ццержание протонцвижущей силы Е анаэробных
условия~. Полученное значение, более 50 % от общего потребле-
нил энергии, Еерся:тно, преЕышает истинную Ееличину энергии поц-
держания ПРОТОН~Еижущей СИЖI, так как кроме неПрО~VКТИЕНЫХ зат-
P~T Еключает Е себя компоненту анТИЕНОГО транспорта.
СЕоео6р8ЗНЫЙ никний порог энергии на по шерхание грациен-
ТОЕ ряда каТИОНОЕ и анИОНОЕ ПрИЕеден Е теоретическом рг.счете Е
работе ИЕа.нОЕ8 /15/. На основе баланса манроэргических соеп.ине-
ний расчитаны энергозатраты на 2ККУМУЛЯЦИЮ минеральных компс-
неНТОЕ сре пы в биомассе 6ез учета воэможности их многократной
циркуляции чэрээ неибран у всле цствии пассивной пЧ,ффузии ~o гра-
пиенту. Окаэьгаается , ЧТО суимарчый расхоп энергии на транспорт
ряца каТИОНОЕ (~a+, К+, ня2+, Ca2~) и анИОНОf (сvr.ьфаТОЕ, 90С-
'-РаТОЕ) е таком приоликэнчи не превышает 1 % от о бцих энергсэат-
пат на синтез 6иома~~N•.•.
И1/'е[{jТ~Я такхе соо6Щ'=Н!1Я об УС:1леНИ!1 лыхчния ';! воэраста-
Н!.{:1 коэ(XJvщиента по двержания у раэннх бактерий Е ере Д<1:( с низ-
ким со яержанием к+ J114~237/ ИЛИ Е~'СОКЮ~ сс.зерханием Ыа+ )194,
251).
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в работе /I8б/ обнаружен интересный футильный цикл У
Е. coli , который оБУСЛ09лен о цнсвременнын (JУНКЦИОНИi=ЮЕание~~
2 транспортных систэм к+ - С Н~31\ОЙ И ВЫСОКОЙ специоичиостьо .
Приведеиные выше цанные , о цнахэ , носят .ео многом феноме-
ноло гичесн ий характер и не могут пать информацию О величине
той доли энергии, которая затрачиваеэся на компенсацию Пс?сс:п~-
ных ПОТОКОЕ ИОНОЕ. Естественно , ЧТО Е рамках Опног о М8.КрОСКО-
пического пс цхо ца Е принципе нельзя выяснить величину энерго-
затрат Е каж цом конкретном пути неПРОЦУКТИЕНОГОэнергопотрес-
ления , Для этой цели необхоцимо привлечь также некоторые МИК-
ропараметры , характериэучипие рассматриваемый путь (МР'ханИЗ~!).
I3 частности, Е нг.тем случае зто: величины трансме\liбранных
электрохимических грапиентов , пассивных прсницаемос т ей соот-
ветствующих ~ЮНОЕ, а также параметр , характеризующий эQфеКТИЕ-
НОСТЬ работы энергетики на этапе генерирования П!10ТОН пвижущей
СИЛЫ - например, стехиоиетрическое отношение н'/0 пыхательиой
цепи. Упомянутые параметры ПО3ЕОЛЯЮ'Г нам раСЧI1Тэ.ть ЕеличWiЫ
паССИЕНЫХ ПОТОКОВ от пельных ИОНОВ и выоазить их Е е пиницвх !-.1е-
таболической энеnгии - т.е. фактически нахоцить неПРОПУКТИЕные
энергозатраты на по пцержание СООТЕеТСТЕУЮЩИХ иоННЫХ трапиен-
ТОЕ.
в после зующих 3 главах мы вкратце рассмотрим имеющиеся
литературные цанные о значениях этих параметров у бактерий, а
также коснемся некоторых вопросов мета ЦИКИ ИХ измерения.
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Глава 2. пютондаис'вя СИЛА И ТРАНСМЕМБРАННЫЕ
ЭJIEКТFQХИМИЧЕСКИЕ ГРАДИЕ11Ш КАТИОНОВ
у БАКТЕРИЙ
2.1. ПРОТОНЦЕижущая сила и ее энергетическая
роль у аэробных и анаэроб~rх бактерий
Согласно хемиосмотической теории, прецложенной Митчел-
лом / 178 , 179/, траисмемёранный электрохимический грациент
ПРОТОНОЕ или "ПРОТОНЦЕижущая сила" на энергосопрягающих
мембранах занимает центральную роль 8 окислительном фосфори-
лироеании. ПротонЦЕИЖУЩУЮ силу образует электрическая и КОН-
центрационная составляющие:
(2.1)
где Ll Р - протонцвижущая сила (Е мидлив ольтах) , L1 r
трансмембранный электрический потенциал, 6 РН - трансмем6-
ранная разность рН, а R , Т и r - имеет СВОИ обычные значе-
НИЯ. Показано, что у митохонцрий и аэробных бактерий акТИЕ-
ность дыхательной цепи сопров овцается транспортам н+ из ЕНУТ-
реннего пространства Е срецу с образованием др/ 35
64 , 107 J. АТФ синтезируется обратимой Н+-эаЕИСИМОЙ АТФазой
за счет энергии обраэованного таким путем L1р / 94 , 159,
183 /, при этом Ll у.; и L:l рН энергетически полностью ЭКЕИ-
валентны /162 J. Показано также, ЧТО, 13 поцтверж цении хемиос-
мотической теории t сопрягающие мембраны ЯЕЛЯЮТСЯ относительно
хорошими изоляторами с низкой (хотя И измеримой) Н"-прово ци-
мастью / 35 , 158,182 /.
у аэробных бактерий энергия .t:.p исполь зуется цля
синтеза АТФ /I5'7 , 20с/, цля трансмембранного транспорта
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ИОНОЕ~ молекул и макромолекул / 11 , 62 ,66 / и ДЛЯ ЦЕиже-
ния ЖГ~ТИКОЕ /163 ,164 ,181 /. Поццержание 4 рН неосхо цимо
также цля обеспечения ПОСТОЯНСТЕавнутриклеточного рН /203 ,
204 /. у анаэробных бактерий и у факультативных аэробов Е
анаэробных условиях IГ"-АТФаза работает Е обратном направлении
и поццерживает ~)) (несколько меньшую по абсолютной Еели~и-
не, чем Е аэробных УСЛОЕИЯХ) за счет энергии субстратного фос-
фОрИЛИрОЕания /108 ,134/. В УСЛОЕИЯХ, когца рН срещы близок
к оптимальному знаGению РНЕНУТР.' а для накопления субстраТОЕ
не требуется энергии Ll р (богатая РОСТОЕая сре ца) , как
Е. coli , так и S .lact1s способны расти за счет энергии
субстратного фОСфОРИЛИРОЕаниябез поццержания ПРОТОНдЕижущей
СИЛЫ /108 ,132 /. ЭТИМ поцтвержцается, что у L1Р ,кроме
Еышеуказанных, нет цругих функций в ~изнецеятельности бактерий
/203 /.
2.-2. Регуляция величин внутриклеточного рН и.д ер
у разных ГРУПП бактерий компонентный состав
сильно различается. Так, у нейтрофильных аэробных бактерий,
например, E.coli ,S.aureus, М.lуsоdеiktiсuз и цр., Е ос-
НОЕНОМ преЕалирует ~ ~ / 12 ,45 , 95 ,123 ,248/ (со зна-
ком 11-11 ЕНУТРИ клетки), а грациент РН - сраЕнительно не60ЛЬ-
ПЮЙ (с повышенным значением РНЕНУТР.). Алкалофилы по ццержива-
ют обратный LJ. pn .: более кислый рНЕНУТР•• для целого ря ца
бактерий, как аэробных, так и анаэробных, компоненты L1p
характерным образом эаеисят от рН срецы: при понижении рН
срецы возрастает Д рН и снижается Ll.(jJ J 95, 122t 123 ,126 ,
242 ,266 /.
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ЯСНО, ЧТО возрастание Д рН Е кислQй обдасти рН срецы
обеспечивает поццер~ан~е ПССТОЯНСТЕавнутриклеточного ГН. Как
показа.ч:о на Е. coli , используя несколько неэав исимых мето цик
чзмерения , внутриклеточнсе значение рН изменяется Е интервале
не более, чем 0,6+0,8 елиниц при изменении рН сре пы в интерва-
ле до 4 ециниц /45,191,231/.
Первичным актом генерирования L'JP является обра зование
Ll ер путем электрог-енного выброса н' из нлеток , УЧИТЫЕа? низ-
кую элеКТрИЧ9СКуЮемкость сопрягающих мембран )179), ясно,
что при этом не образуется реально измеряемый грациент рН.
Для образования .4 рН необхоцим транспорт противоионов, кото-
рые обеспечивают электронейтральность потока н+. ИЗЕестно, что
у Е. coli Е оораэовании градиента РН участвует электрогенный
ТрRНСПОрТ ИОНОВ к+ из epe~ Е клетку /54,142,143/, f результа-
те чего наслопается снихение L1 r наря цу с возрастанием L1 рН.
Считается, что у БОЛЬQИНСТЕанейтрофильных бактерий оп-
тимальное значение РНВНУТР. - около 7,5+7,6 и что по цдерхание
внутриклеточного рН говеостааа является фунпаменч-альным СЕОЙ-
СТЕОМ физиологии бактериальной клетки /204/. Вероятно, поц-
цержание постоянного значения РНЕНУТР. была ЭЕОЛЮЦИОННО первой
функцией ПрОТОННЫХ паСОСОЕ, препшествующей синтезу АТФ /212/.
Некоторые бакт-ерии, как Streptococcus faecalis несло-
сосны расти Пр'1 кислых рН ере цы, если у них нарушена регу ля-
ция внмтриклетсчного р:1 /135/ . Эта эакономерностъ наг ля пно
поцтверкгается такхе опытами С путантами алкалофилъньгс 6аЦi1ЛЛ
1136/, у которых наругтена рагу ЛЯЦ~1Я внутриклеточного рЕ. ЭТИ
мутанты теряпт опсоэ бност ь расти при щелочныл рН сре зы. Пэка-
эано , что те :;\е мутанты лчшены специфической транспортной
системы - Na +/н+ ан типортэра /136). ИОННЫЙ ВНТЧТТОрТ можно
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считать УНИЕ ереальной и широко распространенной системой ,
пре цнаэначенной пля по пцержания ИОННОГО гшr.еостаэа внутри
бактерий или отдельных компартментов эукариотических клеток
/144t199/. В частност~, системы к+/н+ и/или }Jа+/Н+ 2НТ~ПОР-
та учаСТЕУЮТ Е регуляции внутриклеточного рН при шслочных
рН СFепы как У неЙТРОфИЛОЕ /66,116,148,210,264,268/, так и у
алкаЛО9ИЛО~ /96,137,146,I66,190/.
Кроме акТИЕНЫХ механИ3МОЕ поп,цержан11Я ПССТ()ЯНС'ГЕа
РНЕН.УТР. сле дует учесть и Ш1ССИЕные. Так, цля аци цофильных
бактерий, Е от~ичии от неЙТРОфИЛОЕ, xapa~TepeH большой гра-
циент ~H (балее 3 ец.) /75, 170J и нулеЕое или паже отрица-
тельное значение А <jJ • Показано , что пс пдержание од рН
частично незаЕИсИТ от метаболической энгргии /271). Воэ~ож-
но, что благоцаря сольпоме .L1 рН при цеэнергизация мемб-
раны образуется ци~узионный потенциал Н+, KOTOPЫ~ прецот-
вращает коллапс д рН. Другая интересная воэможность -
"нейтрализация" не~ольmих отклонений РНенутр. от оптимума
за счет по~ыmения Енутриклеточной буф~рной емкости. Есть
цанные ) I45, 272) о ревком воэрастании буферной емкости ЕНУТ-
РИI<леточ:ного пространСТЕа как Е области кислых рН среп;ы (у
нейтрофилов и аци цофилов}, так и при щелочных рН срепы Су
алквлофилоэ •
С п~угой ст ороны , ~1Я ряда аназробов , а также фаь:ульта-
Т:'!.ЕНО аэ собных r5актерИ"1 Е анаэробных УСЛОЕИЯ,<, не харgI(те~нз
столь четкая рэгу ляция янутрии ле-ючно го рН /101,113,124,126,
168/. На ~OHe сравнительно r;олее чи зкого з~аl!е~ия!J.Р P~E~YT;J.
мечяетсч Е широких пре пелах в заЕИСИМОСТИот pf. сре вы , что
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вероятно, обусловлено как усиленной пропукцией кислых метабо-
литов /168/, так и относительно меньшей энергетической эффек-
ТИВНОСТЬЮанаэробного метаболизма.
В послецнее Еремя накапливаются цанные о регуляторной
роли изменений внутриклеточного рН: при прорастании спор бак-
терий /203,226/, Е хемотаксисе /131,213/ и Е некоторых цругих
физиологических процессах бактериальной клетки /203/. Почти
ничего неизвестно о конкретных механизмах регуляторного цей-
СТЕИЯ внутриклеточного рН. До сих пор нецостаточно раскры-
то также влияние различных фаКТОРОЕ срещы и, в особеннос-
ти , физиологического состояния КУЛЬТУРЫ на поццержание
внутриклеточного рН. БоЛЬШИНСТВОэкспериментального материа-
ла получено на отмытых клетках в станцартных буферных срецах,
часто неУЧИТЫЕая "предысторию" их культивирования и фИЗИОЛО-
гическое состояние в момент измерений. Таким образом, прец-
СТаЕляется, что концепция о внутриклеточном РН гомеостазе и
о роли РНвнутр. В регуляции требуетцальнейшей разработки И
расширения.
Относительно причин зависимости ..1 'fl от рН срецы нет
полной ясности /125/. в принципе Е настоящий момент слецует
рассмаТрИЕать несколько ВОЗМОЖНЫХмеханизмов. Во-первых, это
может быть изменение 6 f как слецствие регуляции Lj рН с
помощь~ упомянутого выше электрогенного транспорта к+. Во-
ВТОрыХ, при повышении рН cpe~I Еозрастание ~ р можно объяс-
нить работой н+-АТ~азы /171/ (или работой цысательной цепи),
которая "компенсирует" общее снижение ..:1 р электрогенным
транспортом протонов, и, соответственно, увеличением L.l rp •
И, наконец, можно пытаться объяснить изменения 6 ер pH-заеи-
симыми изменениями стехиометрии Н+/катионных антипортеров
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/138/. в силу сложности вопроса о PH-ЗаЕИСИМОСТИА rp , Е
настоящее время интерпретация некоторых экспериментальных
цанных (например, Е работе /125/) прецстаЕляет очевищные
ТРУцности.
Измнения t1 t также имеют некоторую регуляторную ФУНК-
цИЮ /203/, Е частности, в процессах трансформации и трансцуи-
ции. ИсслеЦОЕания Е ЭТОМналраЕлении бурно раЗЕИЕаются.
Необхоцимо отметить, что измерение L1 ер является слабым
местом при количеСТ8енной оценки Еепичины др . для выбора
УСЛОЕИЙэксперимента, при которых цостоверность полученных
цанныХ о д f ЯЕЛЯЮТСЯприемлемой, слецует вкратце рассмот-
реть методические проблемы измерения t1 rp и Ll рН.
2. з. Метоцы измерения L1 tf и L1 рН
в настоящее время ОСНОЕНОЙметощикой КDличеСТЕенного
измерения ~ ~ служит регистрация распре~еления липофильных
катионов (в ОСНОЕНОМТФФ+ И Т~Ф+) межиу Енутриклеточным
проетранСТЕОМ и срецой /45,56,99/. Наряцу с этим, для качест-
венного исслеЦОЕВНИЯ цинамики Li 1J иног ца используют флуорес -
центные эонцы /8,2:50/.
Катионы, применяемые Е распрецелительных методиках
поляны быть неинвазивными (т. е. не влиять на величину L! rt ), а
их распре целение - по ЕОЗМОЖНОСТИадекватно отражать измеряе-
мую величину д ~ согласно ураенению Нернста /155,219/. Для
контроля СООТЕеТСТЕИЯ"ПОЕеп.ения" каТИОНОЕ ураЕнени1u Нернста
провоцится сравнение их распре целения с распре целением к+ ИЛИ
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Rt>+ Е ПРИСУТСТВИИ валиноыицина , а также сопостввление С цан-
НЫМИ прямого измерения Li ер ми.кроэлектроцами. Применяемость
последнего поцхоца ограничена размерами клеток, например, у
гигантских E.coli /93/ удалось процеМОНСТрИрОЕать хоро-
шее СОЕпацение полученных результаТОЕ с данными распреце-
ления ТФФ+ и Т~1Ф+. Несколько работ ПОСЕящено сраЕнению
распре целения липофильных катионов с распределением к+ и
Rb+ У E.coli /45,56,265/. Результаты этих исслеЦОЕани~
не Еполне однозначны. Так , в работе /45/ получено хорошее
СОЕпацение распрецеления ТФФ+ с распре целением Rb+ Е при-
СУТСТВИИвалиномицина Б широком циапаэоне значений L1 Р и
лишь при низких ~ rp ( < 50 от 60 МВ) данные ТФФ+ оказались
несколько завышенными. Наоборот, Е работе /56/ УТЕержцается,
ЧТО ТФФ+ цвет существ енно завышенные значения L\.~ при д 9.J
ниже 80 + 100 мв И заниженные - ПрИ ~ ffJ > 100 ма. При этом
показано , что полученные значения .d (jJ по неяоным причинам
зависят от коrщентрации .цобаЕленного KaTlioHa и что эта за-
ВИСИblОСТЬимеет характер КрИВОЙ с максимумом /56,121,265/.
СлеЦОЕательно, распрецеление катионов ТФФ+ и T~~ не
Вполне соответствует ицеальному, что необхоцимо учитывать
при количеСТЕенной оценке 4 Р . Особенно это ОТНОСИТСЯк
измерению ~",aлbJ:{Ll гр •
ПРИЧИН неицеального распре целения ЛИПОфИЛhНЫХкаТИОНОЕ
несколько, но ОСНОЕНОЙИЗ них прецстаЕляется неспецИQическое
СЕЯЭЫЕание/155,219/. Неоохо цимо отметить, что Е клетках
бактерий СЕ!ЯЗЫЕается относительно большая фракция липофильных
каТИОНОЕ, которая при LJ rp ., 100 мВ сравнима ПО поряяку с
фракцией своооцных ионов , При НИЗКИХ д Р Г\ОЛЯ свяаанных ка-
ТИОНОЕпреЕОСХ:ОЦИТ полю св обо пных примерно на поряцок /98/,
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снижая достоверность данных о низких Ll rp • Ясно, ЧТО то6ая
нецооценка степени связывания катионов привалит к преУЕеличе-
нию значения L1 f .
к нецооценке L1 ~ , в свою очерець , МОГУТ привести не-
даЕНО обнаруженные Е некоторых бактериях (в т ,ч, E.coli )
системы Еыброса липофильных катионоВ /173 t 174, 175/, а так-
же кинетические препятствия проникновения тфф+ Е клетку (НИЗ-
кая проницаемость внешней мембраны грамотрицательнь~ бактерий,
возможное влияние ТФФ+ на ПОЕерхностный заряц клеток и цр.)
/ 56 , 121 , 265 / •
Тем не менее, приемлемое СОЕпадение данных по распреце-
лению ТФФ+ с цанными цругих метоцик дает право считать, что
перечисленные нецостатки этого ~атиона не ПРИЕОДЯТк слишком
большой фактической ошибке в опрелелении L1 fjJ (кроме t конеч-
но t измерений при низких значениях L1 ер ).
Для измерения
t
4 рН существует большее разнообразие
метоцик и полученные результаты считаются более надежными,
Наиболее часто применяется распре целительная метоцика с ис-
пользованием слабых кислот или ОСНОЕаний / 44 , 83 t 215/,
а также 3Iр_ямр спе~троскопия / 52 , r9r/. Метоц Зlр_ffiлр ЕЫ-
целяется своей неИНБаЗ~ЕНОСТЬЮ,а также возможностью регист-
рации РН Е отцеЛЫThIХ компартментах эукариотичесхих кл~ток,
однако серьезным недостатком ЯЕЛЯЮТСЯтруцности обеспечения
ацекватных ~изиологических усло~ий цля клеток ЕО Еремя изме-
рения / 71 /. В ряце работ значение Енутриклеточного рН ре-
гистрируется с помощью флусресцентных ЗОНЦОЕ /211,230 /. Эта
метоцика Е послецнее еремя усоеершенстеуется. В качестве
контроля можно применять также мето ЦИКИt основанные на ре-
гистрации РН сре цы ЕО время лизиса клеток / 20 , 76 ). Нами
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этим методом получены данные о внутривлеточном РН у Brevibac-
terium flavum при кислом рН срецы, Е оеНОЕНОМ сог ласующиеся
с цанными по распрецелению беНЗ0ЙНОЙ нислоты /19/. Нецостат-
ком распре целительной методики /46/, как и остальны:с подхо-
ЦОЕ является (попооно дr.jJ) большая ошибка цанных при изме-
рении низких значений t1 рН.
2.4. Проблема "локальных" ПОТОКОЕ
н+ Е энергоеопряжении
Рассмотренные выше методики измерения ..1 f> ПО3ЕОЛЯЮТ
количесТЕенно ПРОЕерить оеноеные постулаты хемиосмотической
теории. Теория Митчелла пре цусматривает сосяю цение некоторых
количественных соотношений межцу потоками (скорость цыхания ,
синтеза АТФ, транспорта) и силами ( L1 f ' потенциал QOcQo-
рилироеания). в литературе накаПЛИЕаются цанные о количест-
венных неСООТЕетеТЕИЯХ постулатом" делокалиэсванной'' хемисо-
матичвск ой теории /128,229,257/. Эти цанные эасгав ляют цо-
пускать ЕО3МОжнОСТЬ по крайней мере частичного участия "ло-
кальных" н' Е процесеах энергосопряжения как Е митохон цриях ,
так и Е бактериях (гипотеза, ЕЫЦЕИНУТая Уильямсом /262/).
ОСНОЕные ГРУППЫ цанных , которых тру пно объяснить с ПОЗ1Щий
классической хемиосматической теории, еле цующие:
- -количественные отношения меж~ Ll f и скоростью
цыхания , а также между L3t и скоростыо QОСQОрИЛИрОЕания
заеисят от способа 2аРЬИРОЕания LJf (протонооором, вали-
номицин ом, ингмоитором пыхания или посавнов АДР) /98,165,
172,22.0,269,270/ ;
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- на6люцается большая Еариа6ельность отношения др
к потенциалу фоофорилироsания /256,259/;
- обнаружены непротонофорные разо6щители (локальные
анестетики /218/;
- у бактерий на6люцается прямая корреляция процеССОЕ
транспорта СО СКОРОСТЬЮщыхания незаЕИСИМО от величины др
/88/;
- покаэано наличие процесса окислительного фосфорилиро-
вания Е незамкнутых бактериальных везикулах /3б/.
ХОТЯ этот перечень не исчерпывает всех известных слож-
ностей классической теории, тем не менее "локальное" сопряже-
ние нельзя считать окончательно цоказанным фактом.
Изучая оцну и ту же моцель Е ЭТОЙ области, разные груп-
пы исслецователей прихоцят к прОТИЕОПОЛОЖНЫМЕЫЕоцам ПО оцно-
му И TOt~ же ЕОПРОСУ. Так, имеются работы, ПОДТЕержцающие не-
эаЕИСИМОСТЬотношений ПОТОКОВи сил от способа варьироеания
др /86,263/ в митохонцриях. Не исключено, что часть ЦОЕО-
ЦаЕ ОСНОЕанына экспериментальных apTeQaкTax или же на непрв-
ЕИЛЬНОй теоретической интерпретации цанных, как и Е случае
ЦЕОЙНОГОтитроеания ингибиторами /79,207/.
А priori не отвергая возможность "локального" сопря-
жения, нам прецстаеляется необхоцимым ограничить сеои иссле-
цования энергии на по цдержание "целокалиэованным" д? ЕЕИ-
ду ОТСУТСТЕИЯ а цекватных меТОЦОЕ контроля "локальных" ПОТО-
И0Е н+.
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2.5. Грансмемораннве грациенты цругих каТИОНОЕ
Наиболее изученными 8 бактериях концентрационными гра-
диентами KaT~OHOE (RpoMe А рН) можно сtrитать граз,иенты Ыа+
и к+. Известно, что к+ накапливается ВНУТРИ клеток, тогца
как ~a+ ЕыбраСЫЕается Е срецу /114,120,197,260/. К ОСНОЕНЫМ
функциям грациента к+ относят осморегуляцию /89,102/, созца-
вание И регуляцию дрН (см. гл. 2.2) /54,I35~142,I43/, а
также необхоцимость внутриклеточного к+ цля функционирования
некоторых метаболических путей /89/. Градиент ~a+ также
участвует Е регуляции 4 рН, особенно при щелочных рн среды
/96,137,146,166,268/. Существует ряд систем транспорта Ее-
ществ Е симпорте с FIa+ /85,104,133/. Для некоторых бакте-
рий показано участие ~a+ в энергосопряжении вместо н+
/228,244,245,246/. Кроме того, Е УСЛОВИЯХэнергетического
лимита градиенты К+ и Na+ могут функционировать Е роли буфе-
РОЕ, поццерживвящих соответственно д (jJ и 11 РН/51,87/. Из-
мерение их величин ВОЗМОЖНОс помощью атом~ой а6сорционной
фотометрии /252/, ИСПОЛЬЗУЯмеченные ионы /185,260), а также
последнее время - метоцом ЯМР спектроскопии /73,197/.
Если Еместо концентрационных граЩ1еНТОЕ к+ и f1a+ рас-
сматриеатъ соотвеТСТЕующие электрохимические грациенты, то
ЕИЦНО, что Д/к-+- ненамного превышает О, так как .6. рк+ И.LI r
имеют ПРОТИЕоположное направление, а по абсолютным ееличинам
Е оптимальных УСЛОЕИЯХ они близки /38,55,233/. Остается ~Yd
КОТОРЫЙпо направлению СЕОИХкомпонент поцобен ПРОТОНаЕижущей
силе. Данных о величине ~p~a+ Е различных группа~ микроор-
ганизмое пока неnоетаточно, НО отцельные работы СЕицетельст-
ВУЮТ, что эта величина сравнима или даже превссхоцит эначения
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4 РН /73,246/. Можно сделать ЕЫЕОЦ, ЧТО L1? наряцу с
fIf 1ItJ.~ прецстааляют наибольший интерес цля иссле цований :Е ОТ-
ношении энергии на поццержание, ПОСХОЛЬКУ оба потеffi~иала цос-
таточно большие по величине, ЕЫnОЛНffiОТЕажные энергетические
функции и ДЛЯ обоих сущеСТЕУЮТ ацеКЕатные метощы измерения.
Конечно, окончательно суцить 06 ЭТОМ неЕОЗМО~О, не имея ин-
формацИИ о паССИЕНОЙ проницаемоети мембраны цля соотsетеТЕУЮ-
щих ИОНОЕ.
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ГЛаЕа з. ilAССИВНАЯ пюниввюсть МЕМБРАН
для КАТ~ЮНОВ
3.1. Моцельные мембраны
Липосо~~ прецстаЕЛЯЮТ собой уцо6ную моцель изучения
паССИЕНОЙпронvщаемости различных ИОНОЕчерез липицный 6и-
слой, так как заранее иснлючаются мешающие эффекты систем
акТИВНОГО транспорта 6иомем6ран. На этой моцели изучаются
ВОПРОСЫ об относительной проницаемоети липицных бисловв для
н+ И пругих каТИОНОЕ, а таюке о возможных механизмах ИОН-
ной провоцимоети (8 частности, Н+-ПРОЕОЦИМОСТИ) /9,60,65,82,
196/ .
в работах /78/ на основании упрощенных кванТОЕомеха-
ничеСRИХ расчеТОЕ покаэано, что проницаемость ИОНОЕчерез
липицный бислой цолжна пацать экспоненциально по мере ЕОЗ-
растания массы иона. Делается прецсказание, что отношение
проницаемостей н+ и lla+ составляет примерно 106. Это Е ос-
НОВНОМ согласуется с данными ряца экспериментальных работ
/9,60/. С этих позиций УЦИЕительным кажется факт, что именно
н+ функционирует Е качестве сопрягающего иона, так как оцин
из постулатов хемиосмотической теории требует низкую проницав-
мость сопрягающих мембран цля сопрягающего иона /182/. Оче-
ЕИЦНО, по абсолютному значению Н+-проницаемость энергетически
приемлема пля метаболизма, несмотря на то, ЧТО цля биомембран
ЭТОТ показатель цa~e Еыше, чем у ЛИПОСО~1(примерно на поря-
ЦОК) /82/.
3ЕИЦУ Е8ЖНОСТИ н+ как сопрягающего иона Е литературе
больше у пелено ЕНИМания воэмозным механизмам его проницае-
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мости через мембрану. Постулируются механизмы ПРОВОДИМОСТИ
ПО цепочнам EOДOPO~X СЕязей, образуемых из боковых остаТКОЕ
аминокислот мембранных пеПТИЦОЕ J 188 , 189 J или кластврамы
во пы Е местах дефектов Е бислое (ПРОЕОЦИМОСТЬГрстхуса) / 9
65 J. Неисключено, что механизм Н+-ПРОЕОЦИМОСТИПО цепям
ЕОЦОРОЦНЫХСЕязей в белках играет опрецеленную роль также Е
процессах акТИЕНОГО транспорта /189 /. Возможен и другой ме-
ханизм - ци~узия ПРОТОНОЕЕ составе нейтральных молекул
слабых кислот J 63 , 65 /.
Исслецуя кинетику циссипации ..1 рН Е веэинулах леци-
тина, Брамхалл J 65 J различил оба возможных механизма по
их теWIературной зависимости : "электронейтральная" компо-
нента н+-проницаемости напоминает поток небольших нейтраль-
ных молекул, а "элек-грически нескомпенсированная" номпонен-
та обнаРУЖИЕает I2-н:ратный перепац Е области температуры фа-
ЗОЕОГОперехоца, характерный также для потока Н2О. Поэтому
целается заключение, что наиболее ВЫРОЯТНЫЙмеханизм, лежа-
щий Е -основе ВТОрОЙн:омпоненты - ПРОЕОЦИМОСТЬГротхуса в
кластерах ЕОгы. В работе / 9 / допускается комбинация из
этих ЦЕух механИЗМОЕ : ПРОЕОЦИМОСТЬн+ ПО ЕОЦОРОЦНЫМсвязям
кластеров ЕОЦЫ, электрически компенсируемая ПОТОКОМHe~OTO-
рых анИОНОЕ. К сожалеНИЮt относительно механизмоЕ пассИЕНОЙ




Для изучения пассИЕНОЙ Н+-проницаемости бактериальных
мембран используется метоц КИСЛОТНЫХПУЛЬСОЕ, ЕперЕые приме-
ненный Митчеллом J 182 J (СМ. гл. 5.3.2). Исследован ряц бак-
терий J 103 , 134 , 158 , 244/ и уствновлено , что коэффициент
пассивной н+-проницаемости для Есех имеет оцин и тот же по-
ряцок (около 1 !t1W/г.сек. А РН), вКЛЮЧая даже ацицофи-
ЛОЕ, поццерживающих большой трансмембранный д РН J I03 /.
Прямых цанных о паССИЕНОЙпроницаемости бактериальных мемб-
ран для Na+ или других каТИОНОЕ Е литературе найти не уда-
лось.
Мало п,о сих пор изучен вопрос О зависимости катионной
неспецифической проницаеМОСТИ1 Е частности, н+-проницаемос-
ти мембран микроорганизмов от факТОРОЕ среды и физиологичес-
~oгo состояния культуры. В качестве примера ВЛИЯНИЯ факто-
рОЕ срещы на Н+-проницаемость МОЖНОупомянуть эффект воз-
растания проницаемости плазмолеммы црокжей Е присутствии
ВЫСОКИХ концентраций этанола /29 /. Очевидно, что изучение
пассивной проницаемости мембраны непосрецстsенно Е физиоло-
гических УСЛОВИЯХ лимитируется возможностями соотвеТСТ8УЮ-
щих мето ЦИК •
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Глава 4. ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ РАБОТЫ
ДЫХАТЕ..1ЬНОЙ ЦЕПИ БАКТЕРИй
Поп, термином "э~еКТИЕНОСТЬ работы дыхательной цепи"
прецлагается понимать количеСТЕО транспортируеf~Х через мемб-
рану ПрОТОНОВ на еQИНИЦУ потребленного кислороца, т.е. сте-
хиометрию Н+/О, опрецел.яющую "энергетическую стоимость" обра-
ЗОЕания ~p . ЭффеКТИЕНОСТЬ работы дыхательной цепи Елияет
на величину неПРОП.УКТИЕНЫ;(энергозатрат Е целом /109,119/, а
также, разумеется, на каждый 4 р - .заЕИСИМЫЙпуть непроцук-
ТИЕНЫХ затрат Е отцельности.
4.1. Данные о величине Н+/О стелиометрии
в литературе накоплен большой маССИЕ цанных о значени-
ях H+JQ стехиометрии у разных бактерий /81,105,112,141,150,
154/. У большинства н+/О стехиометрия оказалась близка к
4, хотя известны исключения - ценитрифицирующие бактерии
/14I/ с н+/0 около 8, а также аякалооильный Bacill us f ллтвцэ
'"
НАВ /154/ с н+/о межцу 9 и 13. Высокие значения н+/о
у последнего, препположитвльно , СЕЯЗаны с а цаптацией
энергетики к сущеСТЕОВанию Е щелочной среце. Уцается связать
наблюдаемые величины Н"/0 со строением цыхательной цепи раз-
личных бактерий /118/. В частности, бактерии, имеющие Е сос-
таЕ8 сЕоей этц цитохром С, ПРОЯЕЛЯ~Тповышенные значения н+/о
(5+6) /81, 118/. н"/0 можно измерять прямым путем или расчи-
тать КОСЕ8ННО из цанных о Р:О и Н+/АТФ. В большинстве
бактерий отношение н+/АТФ близко ~ 2 /100,161,201,249/, хо-
тя сообщаются также более Еысокие значения /124,160/. Р:О, ЕЫ-
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численный из материально энергетического баланса /б1/ или оп-
ределяемый по цан.н.ымпрямых измерений скоростей дыхания и
фосфорилирования /118/ окаэывается близким к 2+3. Сопостввле-
ние этих стехиометрий с непосре цственно измеренным отношением
н+/о имеет сущеСТЕ8ННое значение цдя количестеенной проеерки
хемиосмотической теории /180,261/. с цругой стороны, сущест-
вующие методики прямого измерения н+/0 нельзя считать СОЕер-
шенными и сравнение полученных результаТОЕ с КОСЕенным расче-
том, а также с оценками с позиций неравновесной термо динамики
/153,247/ может помочь избегнуть грубых ошибок.
На некоторые ЕОПрОСЫметоцики непосреЦСТЕенного опреце-
ления Н+/О следует останОЕИТЬСЯ более цетально.
4.2. Метоцики измерения н+/о стехиометрии
Наиболее распространены 2 метода измерения н"/0 стехио-
метрии - метоц "пульса" 02 /223,224/ и метоц оцновременной
регистрации начальных скоростей щыхания и транслокации
протонов /69/. ПерЕЫЙ метоц чаще всего ИСПОЛЬЗОЕалсяцля
исслецоеания Н+/О у различных бактерий. Метоц заключается Е
регистрации количеСТЕа транспортируемых Е срецу н+ Е ОТЕет
на цо6авление небольшого ИЭЕеетного количеС~Еа 02 к анаэроб-
ной суспензии бактерий уши митохон прий Е 'уСЛОЕИЯХ цеполяри-
зации L1 гр (пооавлением к+-Еалиномицина и/или зс N-). Вто-
рой поцхо ц вместо поиска оспего количества транслоцируемых
н+ прецусиатривает о пновременнук регистрацию кинетик потреб-
ления 02 и поцкисления сре ЦЬ! с тем, чтобы найти соотношение
наЧ8ЛЬНЫ:.(скоростей э тих процесссв , На Methylopr...ilus methylo-
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tгорhuэ про цемонстрировано совпадение данных обоих метоцов
/81/.
Основная сложность этих метоцик состоит в нео6хоцимос-
ти учета обратного потока н+ Е клетку ЕО Еремя опыта /180,
223,224,261/. Фактическ~ требуется ПРОЕести экстраполяц~~ ки-
нетики обратного потока Е клетку н" к начальному моменту
t = О, несмотря на то, что процессы, протекающие Е течение
/v I-ой секун пр! после добавления к суспензии 02 (или субстра-
та - Енекоторой моцификации ЕТОРОГОметоца) ЕКЛЮЧают фазу
перемеmИЕания и не поцдаются контролю /111,139,152,261/. в
рамках второго метоца это ПРИЕОЦИТ К неопрецеленности на-
чальных скоростей как дыхания, так и выброса н+. Дискут~рует-
ся вопрос о ВЛИЯНИИ отношения времен ответа кислороцного И
РН элеКТРОЦОЕ, а также процецуры экстраполяции, на достовер-
ность MeTo~a начальных скоростей /139,152/. в работе 149/
прецложен цругой метоц - определение "стационарной стехиомет-
рии" н'/0 или отношения стационарной скорости цыхания пере ц
цобавлением ингибитора цыхания Н: начальной скорости потока н"
Е клетку после добаЕЛения ингибитора. И хотя метод снимает
пробле~~ опрецеления начальной скорости QЫхания и ПО3Еоляет
опрецелять н+/о Е более физиологичных УСЛОЕИЯХ (аэро6ность,
наличие 4 р на сопрягающей мембране), неопре целениость
начальной скорости ~OTOKa н+ не снимается. ТеореТ1Nесн:и по-
казана /111/, что метоц 02 пульса может цать занижение ре-
эультатов Н+)О на величину от 5 % по 25 % Е~И ду того,
что кинетика обратного потока н+ Е клетку имеет ЦЕухфаэный
характер с быстрой оаэой Е районе первой секун зы после нача-
ла опыта.
а поспевнее время группой Митчелла раэраоотан "гиорз ц-
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ный" метоц "скоростей/пульсаtl, ПОЗЕОЛЯЮЩИЙобойти СЛОУ.\НОСТИ
экстраполяции к начальным скоростям тем, что скорость щыха-
ния зацается регулируемой подачей 02 Е суспензию, а вместо
начальной скорости выброса н+ регистрируется стационарная
кинетика подкисления срепы /184 / •
Кроме изложенных ИСТОЧНИRоенеопрецеленности Е сущест-
ЕУЮЩИХметодиках, в исслецовании энергетики бактерий мы
сталКИЕаемся с ДОПОШiительными сложностями. Рассмотренные
методики, особенно Е их комбинации, вполне поцхоцят для
изучения препаратов митохонцрий с целью добывания цостовер-
ной информации о механизмах транслокации н+. Оцнако, поцоб-
но измерению Сн+, эти методики требуют работать с клетками
Е УСЛОВИЯХ, цалеких от физиологических. Для ПОЦГОТОВКИбак-
терий к опр\елению w/o требуется голодание клеток, и это
мешает отнести результат~ы к исхоцному физиологическо~~ сос-
тоянию культуры. В работе / 105/ на факультативных метило-
трофах показано влиЯНие режима голоцания, хранения на холо-
п::; исхоцного материала, а также концентраций валиномицина и
SCN-E сре це инкубироввния на наблюдаемую стехиометрию н'/0.
Ясно, ЧТО цЛЯ получения ацекватной информации о н+/о Е бак-
териях, наряду с применениеи имеющихся мето пик , слецует




Таким образом, можно пре цположить, ЧТО поццержание
трансмембранных ионных гpa~eHTOE прецстаеляет собой Е~Й,
НО мало исслецованный ЕИЦ неПРОЦУКТИЕНЫХ затрат энергии ме-
таблизма. В литературе нет прямых экспериментальных цанных о
величинах энергии на поццержание ПРОТОНЦЕижущейсилы и црутих
градиентов у бактерий. Исслецователяии ранее не ПРОВОЦИЛИСЬ
расчеты энергии на компенсацию пассивных ПОТОКОВ ИОНОЕ на ос-
ноее величин мембранной энергетики - ионных грациентов~ ~ac-
СИЕНЫХ проницаемостей и транспортных стехиометрий соответст-
ВУЮЩИХ ИОНОЕ. Нет также раба,т, в которых бы делалась попытка
оценить величину энергии на поццержание ионных грациеНТОЕ
путем отключения соответствующих генераторов.
Анализ цанных литературы покаЗЫЕает, ЧТО:
I) при Еыяснении величины энергии на поццержание ИОННЫХ
грациентов Е первую очерець слецует обратить Енимание на гра-
циенты и потоки ИОНОВ Н+ И Ыа +, участвующих в процессах энер-
госопряжения и активного транспорта у бактерий;
2) важно при этом учитывать влияние УСЛОЕИЙ КУЛЬТИЕИРО-




Глава 5. ОБЪЕКТ И МЕТОДЫОССJIFДОЗАНИН
5.1. Характеристика объектов исслецования
Продуценты лизина из рода Brevi bact eri um ОТНОСЯТСЯК
группе коринеформнъrх бактерий J 23 , 59 , 127/, ЯВЛЯЮТСЯ
грамположительными факультативными анаэробами и не образуют
спор. Клетки овальные, цианегром 0,6-1,0 МЮIJ и В цлину -
1-3 мкм / ! / (рис. 5.1.). При выращивании на мясо-пептон-
ном агаре колонии круглые, с гладкой, слегна возвышающейся
пов ерхностью , окрашенные в желтый ЦЕ ет ,
ИсслеЦОЕания прово~лись с ауксотрофным по гомосерину И
витаминам - бистину и тиамину - лизинсинтеэирующим штаммом
RC-II5, а также прототрофными ревертантами RС-115-П и 22 ЛД-П.
Прототрофные ревертанты не нукцаются в цобавках аминокислот Е
срецу культивирования, ЧТО облегчает балансовые расчеты,
В.flаvиmоблацает широким спектром ассимилируемых ИСТОЧНИКОВ уг-
леро ца , Е особенности штамм RC-II5, который ассимилирует гексо-
зы, пентозы, ЭТИЛОВЫЙ спирт, сорбит и целый ряц органических
КИСЛОТ.
Этанолпродуцирующие бактерии Zymomonas то bil is занимают
особое таксономическое положение /72 J. Z.mo bilis является
грамотрицательным аэротолерантным анаэробом. Нами исслеЦОЕался
штамм Zo.i\obilis 113, прецставляюший собой палочки цлиной до
1,7-2,0 MK~ (рис.5.2.). ЧаСТЬ клеток Е ПОПУЛЯЦИИ ПОЦЕи~ы И 06-
лацают 1-4 полярно размещенными ЖГУТ>1ками. Пiтамм 113 нукцается
Е пантотенате и биотине, которые обычно ЕНОСЯТ Б срецу с црож-
жеЕЫМ экстрактом.
Эти бактерии плохо растут на тверцых агаризованных сре-
5~1'.' ал~kт.:р~WiМ' М~:,Ро?Q'i'о:rрэ,ф~,RJТe'rO,~
,t',]. ~~, ~ Y'ie,eJI~qeHИiЭ' I&IOO'~
Pi"Jilf';
, ~L~I!!I 5~,2. ~ аJ[.е:~:"f]J~~Ц ~~~РОф-D'JfI[}'гРа9~R' ,~Л~Т он
[[a;~,'!"по \),,;j;1,.i:S '!' ,,!'-е едиц~~и,~ 10000 х:
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цах, образуя мелкие, округлые колоНИИ серогп ЦЕета. Z.mobilis
способны УТИЛИЗИРОЕать ограниченное количееТЕО ИСТОЧНИКОЕ
углероца. Штамм 113 ассимилирует глюкозу, фруктозу и сахаро-
зу. Особенностью этих бактерий является ИХ толерантность к
ЕЫСОКОЙ концентрации углеЕОЦОЕ (цо 40 %) и этанола (до 13 %)
/4) .
5.2. КУЛЬТИЕ~ОЕание бактерий
5.2.1. Состав питательных срец
Прототрофные рввертанты , В.flаvurз 22 лд-п и RC-II5~П
КУЛЬТИЕИРОЕали на среце со слецующим составом (г/л) : сахаро-
за или ацетат калия - 15, РОСТОЕые факторы (кукурузный экс-
тракт или гицролизат БВК) - 5, (f!Н4)2 s04 - 10, КН2РО4 - 0,5,
К2НF04 - 0,5. КУЛЬТИЕИРОЕание ауксотрофного лизv,нпроцуцирую-
щего штамма RC-II5 ПРОЕОЦИЛИ Е срецах с 2т4 раза большим со-
цержанием рОСТОЕЫХ факТОрОЕ.
Zymornonas mobilis НУЛЬТИЕИРОЕали на среде сле~'ю~его
состаЕа (г/л) : глюкоза - 100, арожжевой экстракт (Олайке) -
7,0 , (ын)22 S04 - 1,6 , MgS04 ·7 Н2О - 1,0, КН2РО4 - 2,5.
5.2.2. Поддержание культур и выращивание
бактерий Е периодическом режиме
Культуру штаммов В .•flavu.1i по пцерхивали , регулярно пе-
ресеИЕая их на ТЕеро.ой среце с мясо-пептонным агаром. Коло-
нии ЕыращИЕались Е термостате при ~е~пературе 31°с Е течение
суток, а затем хранились пр~ +40с в холопмльнике 0.0 2+3 нз-
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цель,
в периодическом режиме В. flavum куяьтивировали в
колбах Эрпенмейера (750 мл) , ку ца ВНОСИЛИ КУльтурную сре uy
Се РН = ?~2) и инокулят с расчета~ чтобы общий объем культу-
ры не превышая 50 мл (при больших объемах культуры тру цно
обеспечить достаточно интеНСИЕНУЮаэрацию). Клетки выращива-
ли в термостатируемых УСЛОЕИЯХ на качалке и скоростыо кача-
ния 240 об/Мин.
для по цдержания культуры Z.mobilis 113 использовали
частые пересеЕЫ (раз Е 2 нецели) Е жицкую питательную срецу
следующего состава (г/л) : гтокоза - 50, дрожжевой экстракт -
7,0 t КН2РО4 - 1,0 , CNH4)2S 04 - 1,0 ,MgS04 .7 Н2О - 0,5.
Б8Етерии ЕыращИЕались Е пробирках при температуре зоос Е те-
чен~е 20 чаСОЕ, а затем хранились при +40с в холо~льнике.
Перио цическая культура z. mobil is выращивалась Е термо-
статируемых УСЛОЕИЯХ Е колбах емкостью 250 МЛ, соцержаших
200 мл срецы (РИ = 5,8).
5.2.3. КУЛЬТИЕирование бактерий
Е хемостатном режиме
Наря Ц:;! С перио пическим КУЛЬТИВИРОЕанием Б колбах при
изучении В. flavurn было применено также культивирование Е
хемостатном режиме.
Бантераи К.УЛЬТИЕИРОВали на лабораторных установках
АНЮ'М-2 (СКВI БП АН СССР, Пущино ) или MBR (Швейцария ) • Ра-
бочий объем аппарата Е обоих случаях СОСТаЕЛЯЛ 1,5 л. 06е ус-
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танОЕКИ были доукомплеКТОЕаны оригинальным пультом гаЗОЕОГО
анализа ПГА-I или ПГА-2 (ЭЭМЗ АН ЛаТЕ.ССР). в аппарате
АНКУМ-2 было усовершенствовано термостатирование и устанОЕле-
на система измерения тепяовыцелеиия J 27 J t а по цача титран-
ТОЕ и питательных срец осущеСТЕлялаеь с помощью перистальти-
ческих насосов взамен оригиналЬНЫХ пнеЕматическ~х цозаТОрОЕ.
Во время КУЛЬТИВИРОЕания регистрировали слецующие па-
раметры: Te~тepaTYPY и цаЕление Е аппарате, рН, еН, рО2 сре-
цы КУЛЬТИБИРОВания, скорость оборотов мешалки, расхоц аэри-
руемой газовой смеси, концентрацию 02 и С02 на Ехоце и Еыхоце
ИЗ ферментатора. СКОРОСТЬ цыхания хемостатной КУЛЬТУРЫ нахо-
дили методом гаЗОЕОГО баланса по разности концентраций 02 ЕО
вхоцяшем и выхо цящем потоке газа / 2 / согласно формуле:
Q AC~· ~н.!{. моль/л.час (5.1)02 224- V
J
г це д С02 - раэница концентраций 02 в о вхоцящем и ЕЫХОЦЯ-
щем аэрируемом Еоэцухе,
~~Ч.- скорость потока прохоцящего через ферментатор
Еоэцуха, ПРИЕеценная к нормальным УСЛОВИЯМ,
V - объем ферментатора.
5.2.4. Опрецеление ~онцентрации биомассы
и субстрата Е культуральной среце
Соцержание биомассы опрецеляли по Еесу клеток, ЕЫСУ-
шеннъ~ Е течение 24 час. при IOSoc. Практически концентраци~
биомассы измеряли по оптической плотности раэбаЕленной кле-
точной суспензии. Ециницы оптической плотности преобраЗОЕали
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в единицы массы по СООТЕеТСТЕУЮЩИМкалибровочным КрИЕЫМ.
КоличеСТЕО углеЕО~ЫХ субстратов Е среце опрецеляли
эбулиостатически J 7 / или с 3,5-цинитросалициловой кислотой
/176/. в от цельных случаях в работе с Z.mobilis солерхание
углеЕОЦОЕ а..наЛИЗИРОЕa.JIИ хроматографически на анализаторе уг-
леЕОЦОЕ Biotronic ZA. 2000 (ФРГ).
в ряце случаев концентрацию источника углеро ца Е куль--
туральной ДИЦКОСТИ определяли по разработанному нами метоцу,
основанному на измерении разности межцу начальной концентра-
цией и потребленной частью источника углероца /42 /. При
этом, потребленную часть источника углероца Е периоциqеском
процессе опрецеляли интегрированием ПРОИЗЕецения скорости
потребления кислороца на стехиометриче&кий коэффициент 6иоло-
гичеекого окисления, а в непрерывном процессе - по отношению
проиэвецения скорости потребления кислорода на стехиометри-
чес~ий коэффициент биологического окисления к скорости раз-
бавления сревы,
5.3. Изучение скорости ~lХания и транс-
мембранных ПОТОКОЕ н+ У ОТМЫТЫХ
клеток, инкубируемых Е термостате
5.3.1. Контроль рО2 и скорости щыханИЯ
рО2 Е клеточной суспензии реГИСТрИрОЕали элентроцом
Кларка с помощью рО2 анализатора фирмы " Ве сшп з.п " (мо цель
0260). ИнкуБИРОЕа.ние клеток провопилось Е открытом стехлян-
НОМ стакане объемом 50 мл при непрерывном переиешиеании маг-
нитной мешалкой со скоростью 1000 об./мин. Перец н~чалом из-
мерения скорости цыхания снизили обороты мешалки цо 70
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об./мин. Принималось , ЧТО наблюцаемое постепенное снижение
рО2 суспензии отражает скорость цыхания, так как Е этих усло-
ЕИЯХ скорость циф6узии 02 из aTMocQepbl Е суспензию пренебре-
ЖИМО мала по сравнению со скоростью его потребления клетками
/225/. Такое прецположение ПОЦТЕержцалось слецующим конт-
рольным опытом: к суспензии акТИЕНО цышащих клеток, понижав-
тих Р02 цо О Б теч. 1+2 мин. цобааляли ЫаСН Е ингисируюшей
концентрацАИ. При скорости перемеШИЕания 70 об./мин. Еозрас-
тания рО2 Б течение послецующих нескольо минут не на6люца-
лось. Электроц калибровали С помощью сульфита натрия.
В опытах по ЕЛИЯНИЮ ПРОТОНофОРОЕ на протанЦЕИЖУЩУЮ
силу, паССИЕНУЮ н"-проницаемость мембраны и цыхание В.flа.vшn
скорость .цыхания измеряли Е аппарате Варбурга, как описано в
/37/ .
5.3.2. Определение коэфQициента пассИЕНой
Н+-проницаемости плазматической мембраны
Проницаемость мембраны для н+ измеряли по мето цике
Митчелла /158, 182/: цо6аЕлением небольших ИЗЕестных цоэ не1
к бактериальной суспензии с последующей регистрацией кинет~-
ки циQфузии ПрОТОНОЕ ЕНУТРЬ клеток.
К су спен зии бактерий цобаЕЛЯЛИ валин омиции (1+5} М ко-
нечная концентрация) и N~ CN (50 мМ конечная концентрация)
цяя обеспечения электронейтрально сти потока н+ Е клетку.
8 ~1Л суспензии поместили Е термостат при зг'с Е закрытой КiO-
Еете ИЛИ Е OTKPЫTO~ КюЕете. через которую прО~'Еалк t!2. В
кв.вете поместили консзнмроевнный стек лянный рН эяектро ц типа
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ск 2351 С фирмы "Radiometer" цдя непреРЫЕНОГО контроля рН.
Суспензию перемеШИЕали магнитной мешалкой со скоростью 300
об./мин. РН обычно стабилизировался Е течение 0,5+I,5 часа.
Необх.оцимое РН в суспензии установили постепенными цсбавками
I N КОН или 1 N HeI :Е течение этого пери оца.
~ измерения Сн+ к анаэробной суспензии клеток (ана-
эро6ноеть Е закрытой кювете устанавЛИЕалась Е резулътате Щbl-
хания самих клеток, а Е открытой кювете - про цуванием N2)
добавляли 10+100 ~ м анаэробной 0,1 N HeI, с расчетом, чтобы
начальное снижение рН не превьпцало 0,2 единицы. Величина
скачка РН сразу после цо6аЕления кислоты ПОЗЕоляет рассчитать
_н+ __
буферную емкость среды + клеточных поверхностей - о_Авнепн ,
[н+] / [рН начальное. Разница межцу аначениями рН по добавле-
ния HtI и после УРаЕНОЕешивания отражает общую буферную ем-
KOC~Ь внутри- И внеклеточной фаз - ~щ: Буферная емкость
внутриклеточной фазы раССЧИТЫЕается как разность ~YTP. =
~~щ. - ~ешн •• КоэФ9ициент проницаемости находится по фор-
муле:





г це rn - биомасса (г) t а T~/2. - время полувоэраствния рН
после кислотного импульса.
5.3.3. Определение н'/0 стехисметрии
Применялась классическая мето пика опрепеления н+/0 сте-
хиометрии цыхательной цепи, предложенная Митчеллом /224/. К
анаэроБНой суспензии бактерий !J,обаеляли малое количееТЕО 02
50.
(300 ;ч л или 500 Jt л насыщенной ЕОЭ~ХОМ ЕОЦЫ) И регистряро-
вали кинетику подкисления срепы. УСЛОЕИЯ инкубирования нле-
ТОН и аппаратура .для измерения р1 срецы - те же, ЧТО Е слу-
чае исслеЦОЕания паССИЕНОЙ Н+-проницаемости мембраны (СМ. ЕЫ-
ше) • Учитывая буферную емкость срепы, из цанных об изменении
рН рассчитывали количество выброшенных из внутриклеточного
пространства ПРОТОНОЕ. На основании кинетики изменения рН
срецы целалась СОО':'ЕеТСТЕУЮЩая коррекция на пассивный поток
выброшенных н+ обратно Е клетку /224/.
5.4. Измерение протонцаикущей силы
в ряде случаев перец процацурой измерения протонцвижу-
щей СИЛЫ клетки отцеляли от срецы и отмывали цля получения
суспензии энцогенно дышащих бактерий. Для этого культуру
ыентрифугировали , ОЦИН раз отмывали Е 40 мМKCI и ресуспен зи-
рОЕали Е 200 мм растворе КС1 или 100 ш~ lIaIR фосфатном буфе-
ре (Е опытах по концентрационной эависимости L1 РН и цля




После кнку6ирован~я 30 мл суспенз~и B.fl~vum Е тече-
ние 5 мин. при 31°с цобаЕЛЯЛИ 10 JVI 3h-тетраi~:,енилrVюс,~ония
(Тфф+) ("Amersham") ,(0,3+0,5 fC ., 10 .f л немеченного T~--+
СЕ КОНеЧНОЙконцентрации примерно 10 + 12 микромолей )
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и продолжали инкубирование еще 15 мин. После этого 1 мл сус-
пензии внесли Б I,5 мл центрифужную просирву и центрифугиро-
вали 1 МИН. при 8000 об./мин. 100 JV1 нацосацочной ЖИДКОСТИ
ВНОСИЛИЕ бутылочку для жицкостно-сцинтилляционного счета.
Осацок ресуспенцировали Е 200 jU л ~20 и 100 f л от этой суспен-
ЗИИ также вносили Е бутылочку для счета радиоактивности. КОН-
центрация клеток в суспензии ЕО Еремя инкуБИРОЕания с ТФФ+ не
преЕь~ала 3 МГ сухого веса на мл срещы (кроме опытов по изу-
чению завИСИМОСТИкомпонентов протондвижущей силы от концент-
рации биомассы). Во Еремя инкубирования Б суспензии контро-
ЛИРОЕали рЕ и рО2.
Перец центрифУГИРОЕанием измеряли скорость потребления
02. Оказалось, что в цанных УСЛОВИЯХЕесь растворенный кисло-
роц полностью потребляется за 2+3 мин. из ЭТОГО следует, ЧТО
Е закрытой центрифухной пробирке за 1 мин. не наступает анок-
сия И, поэтому нет ОСНОЕаний опасаться О получении заниженно-
ГО значения А 4J •
Деэнертиэацив клеток вызывали добавлением протонофорно-
го разобщителя ~ (60 ~M конечная концентрация) или IT2
каплями ( ЛJ 10 jЧ л) толуола с послецувщим циспергированием
на вибраторе Е теч. 45 сек. При кислых значениях рН cpe~
количеСТЕО СЕЯЗанного Зн-Тфф+ обраЗЦОЕ~ обработанных обоими
способами, оказалось близким. При нейтральных рН количеСТЕО
СЕЯЗанного Зн-ТФФ+ у обраЗЦаЕ с ХКФ увеличилось неэначительно
( I'V 2 раза), а у образцов с толуолом - 5+6 раз. ПОЭТОМУЦЛЯ
коррекции на СЕЯЭЫЕание ТФФ+ rтpнменяли обработку XIQ.
Оцнако , обработка 60 jЧМ ХКФ не полностъв снимала L1 рН,
что ЕИ,ЦНО также по данным 3Iр_ямр (тасл. I). В слу-
чае измерения L1 РН эффективнее оказался толуол ИЛИ
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меньшая концентрация XlИ? ( л/ 0,3 .;чМ).
Внутриклеточный объем измеряди ПО стандартной мето пике
посреЦСТ80М I4С-гидроксиметилинулина и 3н20 /233/ и получили
значение около 1,6 JI л / мг сухого веса. Значение L\ r рассчи-
тали по уравнению Нернста.
5.4.2. Измерение Енутриклеточного рН
распре целительным метоцом
Внутриклеточное значение рН рассчитыsали по распрецеле-
нию 14с-бензойной кислоты согласно уравнению:
рНЕНУТР. = РКа + ~EHY ТР . ( IoPHEHem• ~РКа + I) -l (5 .3)Lтвнешн• J
гце: ТЕНУТР. - количеСТЕО зонца Е ВОДНОЙфазе клетки и Е сре-
це, COOTEeO:-СТЕенно; РКа - отрицательный логарифм константы
циссиации бен зойной кислоты /83/.
к суспензии клеток добавляли 10 f л (2.r а ) 14c-6еНЗ0Й-
ной кислоты (IIAmersham"), 10 J' л немеченной 6еНЗ0ЙНОЙ кисло-
ты ("S igma"), (10!' м конечная конц , ) и поступали, как описано
ЕЬШl8 (СМ. 5.4.1). При рН среды выше 8 Еместо бензойной КИСЛОТЫ
применяли 14С-метиламин и РН
ЕНУТР
• рассчитали по формуле:
РНЕНУТР. = рК. - ~TBHYTp. (шрК. -pI!вн.еш. + 1) - 1(5.4]lТЕНУТР. J
гце РКь- ОТРtЩательный логарифм константы Д~ссоциации метил-
амина.
у Z-тпо bil is д рН измеряли по аналогичной процецуре , но
без аэрации (ЕО Еремя инкуБИРОЕания суспензии не перемеШИЕали).
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5.4.3. Счет радиоактивности
к 100 jЧЛ суспензии осажденных клеток (СМ. NопреQеле-
нив Д ер,,) добавляли 100 /'Л раеТЕОрИ'Г8ЛЯ IIР го то воГ" и инку-
сировали при температуре 550с в течение 20-24 чаСОЕ. ПОТОМ
Qо6авляли 10 мл сцинтиллятора (8 частей циоксана, 2 части то-
луола и Q г ППО, 1 г ПОПОП, 80 г нафталина на 1 л). АкТИВНОСТЬ
обраЗЦОЕ поцсчитали Е режиме счета ~ойной метки с внешней
стан цартиавцией, Результаты выражали Е распапы в минуту на
1 ~Л ЕНУТРИ- или Енеклеточной cpe~ и ИСПОЛЬЗОЕалидля рас-
четов L1fjJ и РНЕНУТР.
5.4.4. Измерение внутриклеточного рН метоцом 31р_ямр
Знеклеточное и внутриклеточное значение рН регистрv.ро-
вали также по химическим с цвигам сигналов :ене- и внутриклеточ-
ного неорганического ~осфата Е спектре З1_Р_ffi{р. Спектры
31р-ямр получены на спектрометре « М-360 "Bruk ег" (ФРГ) с ре-
зонансной частотой цля яцер Зlр 145,8 МГц. З1р_Я1iP спектры
суспензии клеток в 100 мм K/}Ia Qоофатном буфере получали 8
10 мм ампуле, приспособленной цля аэрирования, как показано
Е работе /222/. в ампулу ВНОСИЛИ 4 мл суспензии с концентра-
цией биомассы 63 мг/мл. При аэрировании через суспензию про-
ЦУЕали ЕОЗnYХ со скоростью 10 мл/сек. Спектры получал~ 700
рациочастотным импульсом (За ~C8K цлины), С 2500-кратным
накопление~ (Еремя накопления - 20 мин.). Временной интерЕал
l11ежп.у после цуюшими импульсами - 0,5 сек. Ширина спектров -
10 кГЦ, а ЦИQРОЕое разрешение - 2,4 Гц/точка. Химические
с авиг» сигналов 3Ip_ffi:1p измерялись относительно внешнего
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станцарта - 85 % НзРО4• Отнесение сигналов прове дено по ли-
тературным данным /231/.
5.5. 23l{a-1ll!Р спектроскопия
5.5. I. Измерение трансмембранного гра циентв Ыа+
Спектры 23~а_ЯМР получены на ТОМ же спектрометре с ре-
зонансной частотой 95,26 МГц. Спектры ПО~Jчали 450 радиочас-
тотным импульсом с 1000-KpaTHЬ~ нахоплением (Еремя накопления -
50 секь ) , При исслеЦОЕЭНИИ кинетики изменения градиента, на-
копление спектра ПРОЕОЦИЛОСЬ раз в 3 минуты. Сигналы ЕНУТрИ-
клеточного и внеклеточного ~a+ можно на6люцать ОЦНОЕременно
после добавления Е cpe~' б wM анионного парамагнитного реаген-
та сдвига DJ(РЗОIО)~- как Е работе /117/. Площаци поц спект-
ральными линиями калибровали, используя раСТЕОР ~aCI с из-
вестной концентрацией . Спектроскопическую "аицииость" ("vi-
sibility") опрецеляяи , цобавляя к суспензии клеток грами-
ципин D и сраЕНИЕЭЯ абсолютные значения изменений сигна-
ЛОЕ внутриклеточного и внеклеточного ~a+ , как Е /197/.
Количество суспензии клеток и концентрация биомассы - те же
(гл. 5.4.4).
5 . 5 .2. Опре пелен ие Ыа +-проницаемо ст и мембраны
Из цанных о кинетике циссипац аи Ll рЫа + нахо пили ере-
мя полуснижения гра аиента - 1:'112.' за нулевой УРОЕень прини-
мая конечное стационарное значение l!. рЫа +. Бу(~~ерную e;v1-





цопуская, что Еееь !Ia+ нахоцится Е СЕобоцном состоянии. Буфер-
+ную емкость ЕНУТРlffiлеточного tia опрецеляли аналогично, но,
кроме того, полученную по форму ле (5.5) величину делили на
спектроскопическую ЕИЦWАое~ь. Прилималоеь, ЧТО спек~роскопичес-
кая вицимость отражает отношение [количееТЕО свооо цного Ыа + /
общее количество Ыа+] ЕНУТРИ клетки /73 J,97) и ЧТО буферная
емкость paCTe~ пропоpt~ионально lCоличестеу СЕЯЗанного иона.
Коэффициент проницаемости L Na + расчитали аналогично
коеёфициенту пасеИЕНОЙ н+-проницаемости мембраны (гл. 5.3.2).
5 .6. Определение АТФ
Содержание Енутриклеточного АТФ измеряли стандартной
люциферин - люциферазной метоцикой /156/. Образцы фикеИрОЕали,
цооавляя 1,5 мл клеточной суспензии к 0,5 мл 20 % трихлорук-
сусной кислоты. После этого образец раЗЕОЦИЛИ в ТРуК:ацетатном
буфере стократно. До6аЕление люциферин - люциферазной системы
и регистрация биолвминесценции проиэвоцилась автоматически О.Е
люминометре 125I фирмы "LKB Na.llз.с". В работе ПОЛЬ30Еались
станцартными наборами реаКТИЕОЕ цля измерения АТФ, прецстав-
ляеиых упомянутой фирмой.
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5.7. Математическая обработка результаТОЕ
Данные Е таблицах, гце специально не указано число ПОЕТОр-
ностей, прецетаЕЛЯ~ собой среднее арифметическое от 2-3 ПОЕТО-
РОЕ. а тех случаях, КОГ:!.8 на6ЛЮ!1,ается относительно большой раз-
брос реэультатсв измерений (как Е случае опре целения Сн+ или
н+/0), ПРИЕОЦИТСЯдвойное значение станцартного отклонения
среанего ариQметического.
для калибрОЕКИ измерительных приБОРОЕ (нг.ХОiiCдение эмпи-
рической эаЕИСИМОСТИОGтической плотности суспензии от КОН-
центрации биомассы бактерий, нахожцение заЕИСИМОСТИ эф~еКТИЕ-
ности счета от степени тушения цля ЖИD,Rостно-сцинтилляционно-
го счетчика) ПОЛЬЗОЕались стандартными про граммами линейной
и нелинейной регрессии цля персонального компьютера " Арpl е
П е". Эмпирическая эависиность внутриклеточног-о рН от рН сре-
щыу B.flavum (гл. 6) также получена метоцом линейного рег-
рессионного анализа.
При определении стехиометрии Н+)О методом КИСЛОТНЫХ пуль-
СОЕ (гл. 9) степень СООТЕеТСТЕИЯрезультаТО2 расчета экспер~-
ментальным данным оценивали метоцом наименьших квацратов , Была
соэцана специальная программа цдя нахожцения набора парамеТрОЕ,
СООТЕеТСТЕУЮЩИХэтому критерию.
На графиках, как праЕИЛО, точкам СООТЕетеТЕУ:ОТ результа-
ты от цельных измерений.
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Глава 6. ПFOТОНДВИIКУЩАЯсиш
У BREVIВACTERIUМ FLA vuм
ЗаЕИСИМОСТЬвеличин Д cf и д рН у B.flavum от РН срепы
и некоторых цругих факТОРОЕ изучали у культуры бактерий Е ЦЕух
физиологических состояниwл: Б состоянии щыхательного контроля и
Е СОСТОЯНИИбез д~ыхательного контроля. Эти состояния обозначены
СООТЕеТСТЕенно как "состояние 4" и "состояние З" /74/, как это
принято Е работах с МИТОХОНЦРИЯМИ. Состояние культуры заЕИСИТ ОТ
источника углероца и энергии. Клетки Е состоянии 4 легко полу-
чить, Еь~ащИБая бактерии на богатой среде, соцержащей сахарозу
и кукурузный экстракт. На среце , содержащей ацетат и БЕК, расту-
щие клетки 06ь~o находятся Е СОСТОЯНИИ3, также как и энцогенно
дышащие B.flavum. Перед кажпым опытом специально определяли сос-
тояние ПОПУЛЯЦИИ B.flaтum. Контролем для этого служило влияние
разобщителя XК~ или небольшой цозы к~слоты (непосрецственно Е
ферментатор к хемостатной культуре) на скорость щыхания.
6.I. ЗаЕИСИМОСТЬ ~ рН от РН
срещы КУЛЬТИВИРОЕания
Данные о д рН у хемостатной культуры В. flavum Е состо-
янии 3 прецеТаЕлены на рис. 6.Т.В. В цанном случае клетки куль-
ТЮ~ИРО8али на среце сацэтатом. L1рН снижается Е сторону щелоч-
НЫХ рН срецы , при этом цаже Е кислой области рН по абсолютному
значению не правышал 50 мв (кроме при рН сре цы = 4). При рН
сре цы выше 8 Ll рН отсутствует или имеет обратный знак. В силу
того, ЧТО ЕО Есем диапазоне значений РН cpe~I граД~И8НТ д рН
ПО абсолютному значению нев елик , распре целительная метоцика с
применениэ» I4с-6енэойной кислоты или 14с-метиламина (при
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Рис•. 6.1. Зависимость внутриилеточно РН (А) t L1 rp СВ) и АрН
(В) у хемостатной культуры B.flavum 22 ЛД-П Е
состоянии 3 от стационарного значения рН срецы.
ИСТОЧНИК углероца и энергии: Q - БВК+ацетат, .-

















P;.tc.6.2. L1f/1после 1 (х), 3 (+) ~;) (о) чаСОЕ голоца-
ния ~, 6 рН после 3 (. ) чаСОЕ голо цанмя В. fla. vum
22 лд.п Е 200 мМ КС1•
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Внутриклеточный рН, соотвеТСТЕенно, изменяется Е широ-
КИХ пределах: от рН = 8,9 во рН = 5,5 (рис. 6.IA). ЗаЕИСИ-
мость рНЕНУТР. ОТ РН срецы хорошо описывается ураЕнением:
РН:енутр. = 0,66 • рНсрецы + 2,61.
В литературе имеются цанные, что наличие Е среце роста
слабых кислот, Е т ,ч, ацетата, вызывает коллапс ..1 рН
/130,221 /. Оцнако , оказалось, что весьма схо цная зависимость
Ll рН от РН сре цы наблюцается у клеток, утилизирующих эн цо-
генный субстрат Е 200 мм растворе КСI (рис. 6.2). Данные отно-
СЯТСЯ к концу 3 часа голо цания , Слецовательно , цосавленный
ацетат не является главной причиной, вызывающей "аномальное"
повецение L1 РН при низких рН срецы у Brevi bact erium flavum .•
Оцновременно на сре це с ацетатом Е области кислых рН
среды резко пацает скорость цыхания И при рН около 5 клеток
перестают дышать (рис. 6.3). Поэтому тру цнее понять причину не-
которого возрастания fI РН при снижении рН сре зы цо 4,0 (рис.
б .•1), ногца дыхание прекрадено , Пре цположительно Е таких
экстремальных УСЛОЕИЯХ д рН псццеркивается за счет грациен-
ТОЕ црутих ИОНОВ /51 J и незаЕИСИМО ОТ работы цыхвтельной-цепи ,
В процессе периоцичес~ого роста бактерий на среде с саха-
розой культура понижает рН срецы оТ нейтрального значения цо
эначен~й около 5,От5,2 (рис. б.4Б). Клетки нахоцятся в состоя-
нии 4. При постижении рН срецы 5,0+5,2 значение L1 рН состаа-
ляет около 1 ец. (рис. б.4А). 3нутриклеточное значение рН ста-
бильнее, чем у клеток Е состоянии 3 и меняется Е пределах око-
ло 1,2 ециниц пр~ изменении рН ере пы на 2 еп, Конечно t 11 Е этом
случае нельзя ГО:'ЕОрИТЬ о "полноценном" гомеостаэе внутриклеточ-
ного рН. 3аЕИСИМОСТЬ внутриклеточного f1.~ от рН срецы Е этом слу-
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~пc. 6.3. Влияние рН срещы на скорость ~хания у клеток
B.flavurn 22 ЛД-П Е состоянии 3, инкубируемых
Е среце, соцержащей 200 мм KCI+O,5 % ацетат калия.
мВ t Г/Л рН150 А 12 8
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Рис , 6.4. Протон пеижущая сила у перио дичесн ой культуры
B.flavum 22 лд-п ~ состоянии 4 на среде с куку-
ру ЗНЪJМ экстрактом и сахарозой. А - эав исимость .:1 r
(1) и л РН (2) от рН cpe~ (значеhИЯ рН среды сни-
жались .'2 результате роста и метаоолиэма самой куль-
туры ~, Б - динамика роста биомассы (.) :1 поцнисле -
н ия сре цы (. ).
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е.а, ЗаЕИСИМОСТЬ ~ r от РН срецы
у хемостатной КУЛЬ'Руры В. flayum на среце с ацетатом Д f
сильно заЕИСИТ ОТ рН срещы: Е напраЕлении кислых значений РН
сре цы на6люцается крутое снижение Ll (jJ и при рН около 5,0+5,5
д ~npИ6лижается к О (рис. б.1.). Некоторое Еозрастание ~t,
аналогично АрН, наблюдается при РН срепы :: 4. Очень сходная
заЕИСИМОСТЬ Ll~OT РН среды на6люцается у клеток Е 200 мМ раст-
еоре KCI 6ез цо6аЕЛения экзогенного субстрата (рис. 6.2.).
С ~угой стороны, стабильное значение ~ ~около 100+120
мВ, которое практически не заЕИсит от РН срецы, наблюцается у
периоцической КУЛЬТУРЫ Е состоянии 4 на среце с сахарозой
(рис. 6.4.).
6.3. Дaнны~ З1р_ямр о внутриклеточном РН
Наряцу с опытами с 14С-6ензойной кислотой внутриклеточный
рН B.fla.vum исслеЦОЕ8ЛСЯ метоцом 3Iр_ямр (рис. б.5.). Изучали
влияние аэрации, цобавки субстрата, Еалиномицина и разо6щителя
ХКФ на значение внутриклеточного рН у клеток Е 100 мм К/На
фосфатном бу6ере (табл. 6.1.). УстанОЕлено, что при аэрации у
клеток, утилизирующих энцогенный субстрат, енутриклеточный РН
Еозрастает. После добавления субстрата - сахарозы рНЕнутр.рез-
КО пацает, вероятно, Е связи с тем, что система аэрации Е ам-
пуле ЯМР спектрометра не Е состоянии обеспечить аэробные усло-
ЕИЯ после сильного УЕеличения скорости цыхания.
Добавление валиномицина (3.! м конечн , нонц , ) н анаэроб-
ной суспензии клеток ПрИЕОП,ИЛОк еоэрастанию Ll РН примерно на
I ециницу. До6аЕление ХКФ (60 ~ М конечн.конц.) сразу после
добавления Е8Линомицина снизило 4 рН, но не полностью (табл.
6.I.), ЧТО СООТЕетСТЕует на6лы~ениям Е опытах с 14С-6ензойной








Рис. 6.5. Спектр 3Iр_ямр аЭрИрОЕанных клеток B.flavum
22 ЛД-П Е К/ Na rpосфатном буфере при РН сре пы 5, б
без добавления субстрата.
~3 - фос~омоноэфиры, УДФГ - урицинцифосфоглюкоза,
ФФН - поли60сmаты, ~ - неорганический фосфат.
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6.4. 3аЕИСИМОСТЬ 4 рН и дr от концентрации биомассы
и от наличия Е среде инкубирования ИОНОЕ 1'1а+ и К+
Полученные значения .1 рН с помощью 3Iр_ямр у клеток
без цобавления субстрата - источника углероца и энергии зш~ет-
но превышапт данные опытов по иэучению распре целения 14с-бен-
зойной кислоты. Наиболее очевидное различие межцу условиями
эксперимента Е этих мето циках является различие Е концентра-
циях биомассы, которая Е ампуле спектрометра ЯМР примерно на
2 поряцка преЕышает концентрацию биомассы Е кювете с мечеными
Тфф+ 11 сен эойной кислотой. мы поставили контрольный опыт по
распре целению ТФФ+ и бензойной кислоты Е густой суспензии Bre-
vibact eri um (r-J 1. концентрации Е опытах НМР) при 2 значениях
3
рН срецы Е Ыа/К фосфатном буфере, а также отцельно Ыа фос-
фатном или К фосфатном буферах при рН' срецы около нейтраль-
Насти (табл. 6.2). Оказалось, что клеТRИ Е суспензиях с ВЫ-
сокой концентрацией биомассы Е lIaJK фосфатном буфере имеют
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заниженные значения д (j.J и повышенные значения LI рН .. При
этом, повышение L1 РН Е концвнтрированной суспензии имеет
место только при наличии к+ Е среце , ОчеЕИЦНО транспорт к+ не-
об хо цим для г-енерироаания д рН, как это было пскаэано цля ря-
ца бактерий /54,135,142/. Снижение L1 rp Е нонцентрированной
суспензии клеток наблюдается асегпа , но Е присутствии 1{+ L1 Р ,
как ПРаЕИЛО, ниже, чем Е среце с fla+.
Воэраствние .1J. РН полностью не компенсирует спац Ll f/.J ,
поэтому Д р Е концентрированной суспензии оказывается ниже.
Снижение др трущно объяснить ВоЗМОЖНЫМИ анаэробными усло-
ЕИЯМИ Е процессе измерения LJ <f и LL РН ( СМ. гл. 5 ..4.1,
5.4.2), причина этого явления пока неясна.
Повышенное ~ рН на6люцаетея не только Е суспензиях
клеток с большой концентрацией биомассы, а также Е разбавлен-
ных суспензиях, если уменьшена буферная сила срецы. Видно
(та6л. 6.2), что клетки В. flavum Е концентрации 1 г
сух.веса/л Е среце 10 мм К фосфатного буфера пспцеряивают су-
щеСТЕенно более Еысокое значение ~ РН, чем клетки Е среце
100 мм К фосфатного бу~ера. Это позЕоляет Еысказать ~рецполо-
жение, что на величину д рН влияет не столько концентрация
биомассы сама по себе, сколько отношение БУ9ерных емкостей
срещы и Енутриклеточного пространства. При Еозрастании КОН-
центрации биомассы или при снижении буферной силы срещы ЕОЗ-
растает отношение "6у~ерная емкость Енутриклеточного прост-
ранств а / 6УQерная емкость сре цы'", что Елечет за собой увели-
чение Д рН ..
Таким образом, у B.flavum нельзя го:еорить о строгом
гомеостазе внутриклеточного рН. Попаержание др эаЕИСИТ от
энергетических Еозможностек клетки: у клеток Е состояни~ 3
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как рНЕНУТР. ' так и А ~ сильно зависят оТ РН среды, Е особен-
ности при РН < ь.е. Помимо рН, составляющие L1f существенно
заЕИсят от ионного состава и буферной емкости среды, а также
от концентрации биомассы.
Таблица 6.2
Зависимость д <fJ и ..1 рН у Breviba.cterium flavum 22 лд-п
от концентрации биомассы и ИОНОВ к+ и ~a+ в среце
Состав РН срепы Био/асса 4'Р дрНсрецы (мг мл) (МВ) (ец. )
100 мм 5,76 20 69 0,80
к/н, 90сфатный буфер 5,96 2 113 О
6,80 20 97 0,20
6,95 2 160 О
100 мм 6,4? 26 65 0,42
}{фосфатный буфер 6,53 1 76 О
100 мм 6,56 26 98 0,10
На фосфатный 6у6ер б,5б 1 159 О
ТО мм 6,70 1 139 0,73
К фосr:pатный буфер
10 мм 6,66 1 167 О
Ма фосфатный буфер
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ГЛаЕа ? llAССИВНАЯ пгснишмость ШlA3МАТИЧЕСКОй
МЕМБРАНЫ BREVIBACTER~ ~L~VUМ
для ПРОТОНОВ
Энергоэатраты на поц~ержание протаНЦЕижущей силы пропор-
циональны Еели~ине паССИЕНОГО потока ПРОТОНОЕ по гpa~eHTY
ьр из срецы Е клетку, который цолжен компеНСИРОЕаться эа
счет энергозаЕИСИМО~О транспорта Н+ из клетки Е срепу.
для оценки пассИЕНОГО потока н+ по градиенту L1f необ-
хоцимо , кроме самой величины .4р , энать величину коэффициен-
та пассИЕНОЙ проницаемости цля н+ У плазматической мембраны
B.flavum : Сн+. Поток н+ тог ца выражается как LJf" СН+- /60и8,
гце коэффициент Сн+ имеет размерность
1- 1t моль Н+. J ли [ (!( МОЛЬ н+ l
L6иомасса.Еремя.ец. (.1 р /60 ~ и биомассi'.Еремя.ец. Ll РН J.
7.I. 3аЕисимоеть коэффициента паССИЕНО~ н+
проницаемости мембраны от РН срецы
На рис. 7.1 прецстаЕлены результаты исслеЦОЕания ЗВЕИСИ-
мости Сн+ от РН суспензии клеток, по~,ченные Е 6 незаЕИСИМЫХ
сериях onЫTOE. Каждая точна на рисунке прецстаЕляет результат
ециничного определения .. В области значений РН срецы от б до 8
Сн+ нахо цится Е пре целах 0,1 от 0,5 [ Jt моль н+ J '
(Гс.Ух.веса) -сен -е циницу дрН
как сообщено ранее для Streptococcus lасtiэ )158). Опнано ,
начиная со значения рН срецы 5,7 от 5,6 и ниже, дО 5,I на6-,
люцается крутое еоэрастание Сн+ почти на порядок. В работе
)158) отмечено, что такое еоэрастание Сн+ СЕЯЗ8НО С писсоци-
ацией н+-АТФазы ПрИ кислом рН и "открыаания" канала Fo П)lЯ
несеязанного с синтезом АТФ потока ПрОТОНОЕ. ~~eKT е этом
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Рис. ? 1. Зависимость КОЭ9r;~иента паСС:1ЕНОЙ н+-проницаеиости
плазматической мембраны B.flaVUТ1 22 лд-п от rR сре цы,
:r
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Рис. 7.2. Скорость дыхания хемостатной культуры B"flavum
RC IIS-П е состоянии 4- при разных рН сре цы, Источник
углероца и энергии: кукурузный ~KCTpaKT + сахароза
(1), то же + ацетат (2). -----~ - эависимость ~:г
от рН среды.
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3 нашем случае цо6аsление дцrn Еызыsало не снижение, а ца'Ке
некоторое УЕеличение Сн+ (рис. 7.1.).
?2. dлияние возрастания коэф~ициента
паССИЕНОЙ н+ проницаемости мембраны
на ~p , Енутриклеточную концентрацию
АТФ и скорость ~хания
Неаависимо от физических причин изменения н"-проницае-
МОСТИмембраны Еозрастание Сн+ интересно С точки зрения СЕОИХ
энергетических послеЦСТЕИЙ. А priori не очеЕИЦНО, насколько
праЕИЛЬНО показатель Сн+, который ПО метоцике Ыитчелла изме-
рен цля искусстsенно наЕеценного ~ рН, отражает реальную пас-
СИЕНУЮ проницаемость ПрОТОНОВ, учаСТЕУЮЩИХ Е цикле "цыхатель-
ная цепь - потребители ПРОТОНЦЕижущей силы".
АцеКЕатность Сн+ ПОЦТЕержцают 3 группы фактов. Bo-перЕЫХ,
ОПИСанный Еыше э9Фект коллапса ~~ и снижения Енутрикле~очного
рН при рН cpe~ < 5,6 (гл. б.2.) СОЕпацает с резким Еоэраста-
ниеы Сн+ при ТОМ же значении рН. Это ГОЕОРИТ Е пользу СООТЕет-
СТЕИЯ измеренного нами возрастания Сн+ реальному ПОЕышению
трансмембранной ПРОЕоцимоети цля ПрОТОНОЕ, участеующих Е обра-
ЗОЕании измеряемого ~p . 30-ВТОрЫХ, КОСЕенным СЕицетеЛЬСТЕОМ
о соотвеТСТЕИИ наблюдаемых изменений Сн+ реальным изменениям
мембранной н" -ПРОЕОЦИМОСТИ СЛУЖИТ Сн+ -заЕИСИМОСТЬ внутрииле-
точного УРОЕНЯ AT~.
ДЛЯ качееТЕенной оценки ЕЛИЯНИЯ изменений Сн+ на энер-
гетический метаболизм мы измеряли цинамику Енутриклеточной
концентрации АТФ у B.flav~ Е процессе ГОЛОДания Е среце
с 200 wM KCI. для интерпретации цанных МОЖНО прецложить еле-
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Таблица 7.1
Внутриклеточная концентрация АТФ [нмоль/мгJ у
Brevibacteri~~ flavum 22 лд-п ЕО Еремя голоцания
Е 200 мМ KCI при различных значениях рН срецы
Время рН срецы
голо- 6tO 5t5-5,6 6,3-6,7 6,9-7,I 7,3-7,5цания + О,З.fМ(ч, ) XКQ
I 0,48 2,65 2,I2 1,98 1,16
3 0,62 о.ее 1,63 I,20 1,38
5 1,00 0,83 2,06 1,88 I,77
Рис. 7.3. Схема генериро~ания и потребления протон-
движушей СИЛЫ у голоцасщих клеток Е
состоянии 3.
?о.
п..уЮIЦY \С' схему (рис. 7.3.) : у клеток Е среде без с~rбстрата,
которые при ЭТОМ не ЦОЛЖНЫ подцеРЖИЕать большие грациенты
ИОНОЕ (к+, }Ia+, .•. ) протоны по граQИенту ПРОТОНQEижущей
силы ВОЗЕРащаются обратно по ~YM путям - через H+-АТФазу
с образованием АТФ и как паССИЕНЫЙ поток через липи вный би-
СЛОЙ плазматической мембраны. Если увеличить оцин из ЭТИХ ло-
ТОКОЕ, например, пассивный поток Н+, УЕеЛИЧ~Е Сн+, цругой по-
ТОК, соответственно, снижается (так как дыхание, по опрецеле-
нию, постоянно И является ЛИМИТИРУЮЩИМЗЕеном). Если цалее
принять, что внутринлеточный уровень АТФ в цанном случае
пропорционален его же скорости синтеза, то Енутриклеточная
концентрация АТФ Е первом приближении будет обратно пропорци-
ональна Сн+.
В таблице 7.1 отражены .цанные об изменении внутриклеточ-
ной концентрации АТФ Е процессе голоцания клеток. Вицно, что
через 3 часа уровень АТФ у клеток Е среце с рН = 5,5 цосто-
верно ниже, чем у клеток при более ЕЫСОКИХ рН среды, что го-
ворит об энергетической значимости измеренного Сн+. Данный
вариант близок к варианту клеток с O'3JM разо6щителем ХКФ,
который уже с начала опыта значительно отличается от осТаль-
ных 06раЗЦОЕ. Наиболее ЕЫСОКИЙ УРОЕень АТФ наблю цается при
рН срещы Е пре~елах 6,3-6,7 t что СООТЕеТСТЕует МИНИNальному
Сн+ (рис. 7.1.).
В-третьих, Е работе с прототрофным реЕертантом B.fla-
уит RС-II5-П нами ~оказано, ЧТО при сн~кении рН от нейт-
рального ДО значений около 4,8 + 5,0 (на среце с сахарозой)
скорость щыхания хемостатной культуры возрастает Е хорошем
СООТЕеТСТЕИИ с Еозрастанием Сн+ (рис. 7.2.), а ниже крити-
ческого рН на6люцается резкое инги6ИрОЕание щыхания. Если
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культура нахо цится Е состоянии цахательного контроля на сре-
це Е ПРИСУТСТЕ~И ацетата, ТО данный эффект выражен еще силь-
нее, а инги6ИРОЕание .цыхания наступает уке при рН около 5,4.
ОчеЕ~[НО, ацетат, циффунцируя 8 клетку Е gopMe нециссоцииро-
ванной молекулы, сильно увеличивает приток н+ ИЗ срецы Е
клетку, тем СШ.1ЫМ как бы увеличивая протонную прое о циность
мембраны и шунтируя Д рН.
Таким образом, пассивная проницаемость плазматической
мембраны з. flavun эввисит от РН срецы, При рН < 5,6
коэффициент паССИЕНОЙпроницаемости сн+ резко возрастает.
Измеренные значения Сн+, ПО-БИЦИМОМУ, отражают реальную про-
ницаемость цля Н+, участвующих Е обрааовании Ар, что
цокаэывается влиянием изменений '11+ на величину ~ р
внутриклеточную концентрацию АТФ и скорость цыхан ия •
72.
Глава 8. дрЫа+ И ПАGCИВНАЯ пннишмссть
ПЛА3МАТИЧЕСКОй МЕМБРАНЫ BREVI БА ет ERIUМ
Р1А VUM для Ыа +
для оценки паССИЕНОГО потока Na+ ПО грапиенту ~.;., нам
(по аналогии С оценкой паССИЕНОГО потока н+) необхоцимо знать
величины Ll ffJ , 4 рЫа + и коэффициент паССИЕНОЙ Ыа + - проницае-
мости мембраны - CNa+.
8.1. Трансмембранный концентрационный градиент Ыа +
23~а_ЯМР спектрометрия ЯЕляется наиболее поцхоцящим мето-
цом измерения трансмембранного А рЫа ", Применяя непрсникающие
через мембрану реагенты СЦЕига., которые изменяют положение сиг-
нала внеклеточного Ыа+ Е спектре, мы можем исслеЦОЕ8ТЬ динами-
ку дрЫа+ без отцеления клеток от среды (рис. 8.1).
Внутриклеточная концентрация спектроскопически ЕИ ЦИМОГО
~a+ окаЗЫЕается Е прецелах 1,6-4,9 мм (та6л. 8.1.) при кон-
центрации', Ыа+ Е среде от 30 цо 80 мм и рН срвпы ,v 6,0 т 6,5.
Таблица 8.1
Величины .6 pNa+ и коэффициента Ыа+ -ПРОЕОЦИМОСТИ
Ыа+/Н+ антипортера (Lbla+) у Brevibacterium flavum
[Ыа1Сыа+] Спектрос- дрЫа+ .1\.рНа + L ~[МОЛЬ На +
сре- E~Tp. коп. ЕИЦИ- Hat1. нонечн , Ыа' Г.сек. 11рЫавы ( ) мость
(ММ) (ЕИЦИ-
Na;HYTp.мый)
31 1,6 15 % 1,3 0,7 0,28
БО 2,5 28 % 1,4 0,6 0,90
76 4,9 25% 1,2 0,6 1,00
А рЫа + ЕО всем рассмотренном интервале концентраций Ыа +
сре пы находится Е пре целах от 1,2 цо 1,4 епиниц , Такая величина
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АрЫа+ характерна цля клеток Е фосфатном буфере, без цобавле-
ния экзогенных субстраТОЕ, а анаэробных УСЛОВИЯХ и при этом ос-
тается стабильной Е течение времени поряцка часа.
8.2. Диссипация 4 рМа+, выаванная деполяриза-
цией мембран: электрогенный н+/rlа+ антипорт
ДобаЕление Еалиномицина (3 jЦM конечн. конц.) к суспензии
клеток Е K/}Ia или К фосфатном буфере ЕЫЗЫЕает постепенное ЕОЗ-
растание Енутриклеточной концентрации 1l~+(рис. 8.I.).ИЗЕ8СТНО,
ЧТО Е среце аналогичного состава Е8ЛИНОМИЦИН ВЫЗЫЕает цеполяри-
эацик 4'f (табл. 8.2). Слецоватвльнс , поток Na+ по грациенту
'f4114+ появляется после снижения этого грациента (путем снижения
Ll ер ). Такое явление неЕОЗМОЖНО объяснить исхоця из предположе-
ния, что наблюцаемый поток ~a+ является просто пассивным пото-
ком по грациенту ~HД+: ~t!:;- СНаТ .1fN'~-I-/F . Снижение термоци-
намической силы, естественно, должно ЕЫЗЕать уменьшение, а не
увеличение соответствующего потока. Исключается также прямое
влияние валиномицина на Na+ -проницаемость мембраны, так как по-
казано, ЧТО Е бескалиеЕОЙ среце, соцержащей ионы ~a+ Е ЕЫсокой
концен трац ии , валиномицин не влияет на величину Д (jJ (та6л.8.2).
Более Еероя~м нам кажется прецположение о наличии у
Во fle..;rum электрогенного н+JNa + антипортера. В таком случае си-
лой, ЕЫЗЫЕaIOщей поток lIa+ является не ·просто ~~/F, а комбина-
ция термо пинамически х сил: LJfNo1"/F -tJну,.;Q~ ·LJP /258). 8 раЕНО-




A}if/a ~/ F ::::N н1Нс/ • 11Р (8. I )
- стехиометрическое отношение H+J~a+. Если
1, ТО Е равновесии t:J. ff/q/r: > LlР , а при снятии Еа-
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Рис. 8.1. Спектры 23~а_ямР суспензии B.flavum 22 дд-п
Е ПрИСУТСТЕИИ б мМ Dy (РзОrоf-.
А - сигнал Ыа+ срепы; В - то же, но интенсив-
ность СПВ1{тра умножена на 32. При д = о випен
сигнал Енутриклеточного ~a+; С - спектр через
r мин. после цобавления ввлиномицина ; D - спектр
через 10 мин. после цо6аЕления валиномицина; s -
кинетика интеНСИЕНОСТИсигнала внутриклеточного
Ыа+ после цобавления валиномицина ,
(4{!Jl/F)/ А р воэрастает , 3 результате возникает цвижущая сила и
ПОЯЕляютея потоки ~a+ и Н+ через прецполагаемый антипортер,
Еепущие к снижению !J.f":f и возрастанию др 0.0 НОВОГОсостоя-
ния раЕНОЕес~я. В таблице 8.1 ПРИЕецены цанные о подобном сни-
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Таблица 8.2
Величина L1f у отмытых клеток B.flavum 22 яд-п
в 0,1 М ТРИС буфере при рН срецы 7,2 Е заЕИСИМОСТ~
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* Допускали, что Е цанном варианте мембрана полностью
деПОЛЯРИЗОЕана и наблюдаемое накопление ТФФ+ Е клетках
ИСПОЛЬЗОЕали Е расчетах L1f Е качестве контроля на
специфическое связывание катиона.
жении градиента Ыа+ примерно на ПОЛОЕИНУ , после цеполяриэации
мембраны.
Из (8.1) ЯСНО, что Е состоянии равновесия по соотношению
термодинамических сил можно суцить О стехиометрии H+/tIa+ анти-
портера: Nff1NJ;:~,fIftt/F) /др /216/. Согласно данным о др и .L1 РН
(пдя густых суспензий при рН "-' 6,5; тасл, 6.2) и О Д pNa+
(таОл. 8.1), а также прецполагая относительную близость антипор-
тера к равновесию, н+/ы++ стехиометрию можно оценить как близкую
к 2. СлеЦОЕательно, прецnолагаемый антипортер является электро-
генным: вхожцение Ыа+ Е клетку вызывает вс зрастание Ь. tp .
По кинетике иэменения АНтенсивности ЯМР-сигналОЕ ВНУТРИ-
клеточного ИЕнеклеточного }Ja+ после деполяризации меМбраны
рассчитан коэффициент LHd, характеризующий ~а+-ПРОЕОЦИМОСТЬ
прештолвгаеиого антипортера (таёл , 8.1). Lf'.b+ оказался Е пре ае-
лах ОТ "-' 0,3 по 1,0 t1.1ОЛЬ Ыа+/г.сек, ~pNa+ , т з е , по по-
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ряцку сраЕНИМЫЙ с Сн+. При увеличении [Ма+] Е среце L Na+ про-
являет тенденцию к во зрастанию,
Необхоцимо отметить He~OTopыe цопущения при расчете зна-
чений- L~~~ Еытекающие ИЗ метоцики, описанной Е гл. 5.5.2. ВО-
первых, принималОСЬt что внутриклеточная буферная емкость цля
Na + пропорциональнв отношению [общее соцержание внутриклеточ-
ного Ыа+ / внутринлет очнсе содержание спектроскопически ЕИЦИ-
МОГО 1ra+] , и что данное отношение не завИСИТ от небольших из-
менений вну-грикхеточной концентрации Ыа "', ВО-ЕТОРЫХ ~ хан
a}Ia+ , так и B~a+ меняется прм изменении, COOTEeTCTEeннo~
срецьт ЕНУТР.
ЕН8- И внутриклеточной концентрации ы+•. В расчетах ПОЛЬЭОЕа-
Л~СЬ усреЩ{енными значениями этих парамеТрОЕ.
Несмотря на такие цопущения получено у цовлетвсрит ельное
соответствие между теоретически рассчитанными кинетическими
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Рис. 8.2. Кинетика циссипации Aptia+ после ~о6аЕления Еалиноми-
цина. 1 - [Ыа+] срецы = 31 мМ, 2 - LNa+J срецы = 76 мМ.
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8.3. Влияние концентрации ~a+ на значение коэффи-
циента паССИЕНОЙ Н+-проницаемости мембраны
При наличии Е мембране акТИЕНОГО н+/Ыа + антипортера МЫ
цОЛЖНЫ обнаружить разницу Е Н+-проницаемости мембраны Е эаЕИ-
симости ОТ присутствия Б системе ИОНОЕ Ыа+. ~aкT Ыа+ -ЗШ!ИСИ-
мости величины '11+ служил указанием на наличие н'/Na+ анти-
портера у бактерий Е нескольких работах /144,166,244/.
мы СраЕНИВали значения ~ у B.fl~Vum Е среце, соцержа-
щей Na + Б концентрации 50 мм (было добавлено 50 мм NaSCN ) и'
Е среце без Ыа+ (цсбавлено NH4SCN ) при РН срепы Е прецелах
5,7 + 5,9 (та6л. 8.3). Такой интервал РН выбран потому, что при
рН. среды < б, О легче достигалисъ стационарные значения рН и не
тресовалось длительного установления нужного РН срецы цссавяе-
ниями щелочи.
Таблица 8.3
сн-+ у Brevibacterium flaVU1l 22-ЛД-П в зависи-
мости от наличия Е ере де инкубирования Ыа +
рН срецы Ыа+ <11+ [ ('1МОЛЬ н+ ](50 ММ) ~. сек- L1. рН
5,7 - 5,9 0,61 + 0,24 (6)>::)+ -
5,7 - 5,9 0,31 + 0,08 (7)-
х) в скобках - число повторностей
Оказалось, что Е среце с 50 ш~ ~a+ Сн+ УЕеличен примерно
на 0,3 jМОЛЬ Н+/г·сек· дрН. Это меньше, чем можно было охи цать ,
учитывая полученные величины L н: . Оцнако , так как нельзя ис-
ключить присутствия некоторого количества Ыа+ Е клетках "6ез-.
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" ~ н+)"'-т а"натриевого Еарианта, и, тем самым, некоторои акт~вности ~~
антипортера, то разницу значений сн+ Me~цy Еариантами следует
считать заниженной.
Прохожцение н+ через H+/~a+ антипортер нельзя пр~ислять
К паССИЕНОМУпотоку Н+, ПРИЕоцящему R неПРОЦУКТИЕНЫМэнергозат-
ратам, так как Е данном случае энергия .д р перехоцит в энергию
fj.f~+/F. в случаях, ког ца при определении Сн+ в среп.у инкуби-
рования добаЕЛЯЛИ NaS сн , полученные значения коэффициента ЕКЛЮ-
чали также Ko~тOHeHTY антипортера. Поэтqму,ДДЯ того, чтобы ис-
пользовать эти значения сн+ Е расчетах пассивного потока н+,
нео6хоцима соответствующая коррекция.
8.4. Оценка пассивной проницаемости
мембраны цля Ма+
как уже отмечалось, расчет энергозатрат на поццержанне
~Nr/Fпрецnолагает знание неспецифической, не связаннОй С
антипортером ко~mоненты ~a+ проницаемоети мембраны.
УСТОЙЧИЕОСТЬтрансмембранного грациента ~a+ у клеток
B.flavurn Е УСЛОЕуШХанаэробиоза и Е ОТСУТСТВИИэкзогенного
субстрата может быть объяснена ЦЕумя альтернативными пре цполо-
жениями: НИЗКИМ знач~ием пассивной проницаемости мембраны .цля
lIa+, или же, при достаточно ЕЫСОКОЙпассивной ~а+-проницае-
МОСТИмембраны, отеутеТЕием Е среце ПОЦЕИ:Юiого противоиона,
способного обеспечить электронейтральность пассивного транс-
мембранного потока }ia+ по грациенту. Второе пре~оложение ма-
ловероятно, так как Е ЭТОМслучае у клеток в •.ilavum на мемб-
ране цолжен поццерживаться циффузионный потенциал }Ja+, ТОРМО-
зящий ПРОНИКНОЕениеэтого нона Е клеткч и имеющий обратный, по
сравнению с обычным Ll9J , знак (" +" ЕНУтри). Экспериментально
это не ПОЦТЕержцается (гл. 6.4; табл. 8.2). Очевицно, необхо-
цимо допустить, что основная часть ИОНОЕЫа+ пересекает мемб-
рану через прецполагаемый антипортер, т ь е , ЧТО Lf'J~{;}>cbla+ •
Зная L/VQ.+ и соотношение грапиентов fJ..?N4"/r и tJ.p Е ста-
ционарном сост оянии антипортера (при :JWa1' = О), можно оценить
поряцок аеличины Сыа+ • С позиций линейной термо цинамики Н8-
обратимы~ процеССОЕ /217/ антипортер можно оп~сать слецующей
системой УРаЕнений: ••
:JH7 == LN •др + L(2. • A.f1f1c/~/·F
:JNo.'" = L21 •Ар + L21.. • L1ji#c1" /F
(8.2)
(8.3)
гце ~Ht- ПОТОК протонов через антипортер, JNa.,. - транемем6ран-
ный брутто-поток lIa+ через мембрану, включающий Е себя также
пассивную соста.ЕЛЯЮЩ.УЮ,а [11 ' [,2. ' [21 И {2.2 - феноменологи-
ческие коэффtщиенты. ИЗЕестно, что Е CTaц~OHapHOMсостоянии в
такой системе соотношение сил paE~O соотноmению феноменологи-
ческих коэффициентов ['2 и {2.2. /217/:
(~N,'/F)~dp= L'2~L22 (8.4)
Коэффициенты L 12 И [22. нетру цно интерпретировать меха-
нистически: ПО определению [12. , ОПИСЫЕ!ающийзависимость пото-
ка Н+ через антипортер оТ грациента ~~N.T/F' раЕен 2 LN:
(при стехиометрии 2 W/Na+), а L2.2~LNQ++CN,,/ (при допущении,
что нет цругих ПОТОКОЕ1Ia+, например, ~a+ / субстратного СИМ-
порта). В результате получается ураЕнение:
(ilfN~,fJff ~2.LNo·~(LNa' +CNat) (8.5).
ОчеЕИЦНО, что при CNa+ = О антипортер нахоцится Е СОСТОЯНШ1.
равновесия и отношение LJ.fi:/F н: А р раЕНО 2: 1.
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Рассмотрим с~/чай, когца концентрация ~a+ Е среце низка
( ~ ЗА ММ) и значение L",; близко к 0,3
jt.~llОЛЬ Na+ J г-вен- д pNa+ . а табл. 6.2 привецены значе-
ния Llr и Д РН ПО цанным распре целения 3н_трр+ и 14С-бензой-
ной кислоты у клеток Е 100 мм К фосфатном буфере при концентра-
ЦИИ биомассы 26 мг/мл. В этих УСЛОВИЯХзначение др примерно
90 М. Ссответственно , дрМа+::: 1,3 еп. (тасл , 8.1), а ~fF-
около 145 ~iБ. Так как плотность биомассы Е ампуле ЯМР-спектро-
метра несколько Еыше, чем Е экспериментах С 1н-Трр+ и 14с_бен_
зойной кислотой, а клетки находятся Е состоянии анаэробиоза,
~o истинное значение ~p , Еероятно, неСКОЛЬRОменьше 90 мв
(тогца по Еыражению (8.5) мы фактически оцеНИЕаем наибольшее
Еозможное значение cы+) •.
ПОЦСЧИТавчисленное значение этого коэффициента, мы полу-
чаем, что СНа + < 0,07 . .f моль Ыа+ / г .сек , ~ рЫа+ , т.е.
LNc/" превосхо цит значение СЫа+ ПО меньшей мере на порядок.
Очевидно также, что паССИЕНая ~а+-проницаемость мембраны В.
flavum ниже, чем пассИЕНая проницаемость для н+ (СМ. гл. 7).
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ГлаЕа 9. СТЕХИСМErРИЯ н+/о ДЫХАТЕЛЬНой
ЦИIИ EREVIBACTERIUM FLAVUM
ПРИЕеценные Е ГЛВЕах 6-8 СЕецения о трансмембранных
электрохимических гра циентах и значениях лассИЕНОЙпроницае-
мости н+ и !{а+ позвотюот рассчитать трансмембранные паССИЕные
потоки этих ИОНОЕ. Чтобы оценить энерги~ на поццержание граци-
еИТОЕ, необ хо цимо цополнительно знать "энергетический ЭК!!ИЕа-
лент" паССИЕНЫХ ПОТОКОЕ - ~оличеСТЕО метаболической энергии,
расходуемой на обратный Еыброс Е срецу ПРОНИКaffiЩИХ Е клетку
путем пассИЕНОЙ диффузии ИОНОЕн+ или ~a+. как y~e отмечалось
в гл. 1, мерой расхоца метаболической энергии Е аэробных усло-
ЕИяХ может служить потребленный кислород, а "энергетический
ЭКВИЕвлент" в таком случае - количеСТЕО потребленного кислоро-
ga на моль транспортируемого иэ клетки Е срецу иона, Т.е. сте-
хиометрия О/Н+ щыхательной цепи. Трациционно Е биоэнергетике
используется обратный показатель - количеСТЕО транспортируемых
Е срепу ИОНОЕ Н+ на атом потребленного кислороца, т.е. стеУ.Ио-
метрическое отношение н+)о дыхательной цепи. Выясненив точного
значения Н+/О Еажно при обсужцении термоцинамических аспеКТОЕ,
а также цеталей прецполагае~~IХ механИЗМОЕ транспорта н+ Е РФ~-
ках хемиосмотической теории (гл. 1). Позтому Е настоящей рабо-
те исслецуется стехиометрия н+/о, так Как результаты Е такои
i:юрме более ПрИЕЫЧНЫ и легче сравнимы с ванными других работ.
Зная значение н+/0, просто получить нужный нам "энергетический
экв ивалент" о/н" = I/W)O.
а настояшей г.яаве иэлочены некоторые ио аиоикации 11 усо-
Еершенствования мето п.ОЕ измерения Н+)О, а такие ПрИЕОцятся
результаты опрецеленV1Я этого параметра с поыощью неС1<ОЛЬ-
КИХ меТОЦОЕ.
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9.1. Метод опрецеления стехиометрии н+/о по
импульсному возмущению стационарного состояния
хемостатной культуры цобаЕлением кислоты
Классический по цхоц к измерению н"/0 И некоторые его мо-
дификации , критически рассмотренные в гл. 4, нево зможно примв-
нять ~ контроля Н+/О непосрецственно Е растущей хемос?втной
культуре 6актерий без отбирания проб и цальнеfпnих манИПУЛЯЦitй
с клеткю~и. Работа Б различных моцельных срепрх, Е свою оче-
рець, затруцняет отнесение полученных реэуль~аТОЕ к исхоцному
физиологическому состоянию клеток Е хемостате. Нами раэраоота-
на метоцика расчета н+/о по параметрам, иэмеряе~~м непосрецст-
В8ННО в ферментаторе, которая основана на анализе кинетик поц-
щелачиванlffi срещы и краткое ременного увеличения скорости цыха-
ния после цоёавяения кислоты к хемостатной культуре В. flavum
Е состояние 4.
9.1.1. Влияние цобавок кислоты и
щелочи на Щblхание культуры
Дсоавление кислоты (H2SO 4 ИЛИ НбГ, L'l растворов) к хе-
мостатной культуре B.flavuт В состояние 4 Еызывае~ временное
еозрастан~е скорости цыхания, тогца как цобавление щелочи (~
NaOH - Еременное снижение. На рис , 9.1 пре цстввлены типичные
ОТЕ етные реакции на импульсы кислоты и щелочи в реальном мас-
штасе времени. Зи гно , что максимальное возрастание (снижение)
скорости пыхания достигается практически сразу после цо6аЕле-
Нил кислоты (щелоч,r). После этого на6люцается при6лизительно
линейное снижение (возрастание) Jо до исхоцнсго значения в
2
течение 5+9 мин. До6авки кислоты или щелочи делались с расче-
та, чтобы рН сре цы не изменился более, чем на 0,2+0,3 е пиницы ,
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Юмл)н ~SO, Ю.•••.л 1101NaOH
1 1
Скооосгге '"iJbI'QHU" V5MUH 11.O~1---1
рН сpЮ.I 1'---
~ 1Q2 еО.
Рис. 9.1. Кинетика изменения рН СР8ЦЬ1 и скорости цыхания хе-
мостатной культуры В. flavun RC-II5 Е состоянии 4
после ~о6аЕления кислоты или щелочи. Данные полу-
чены Е объеме 1,5 л при концентрации биомассы
J -120 г л и D = О, 15 час •
т. К. Е ПрОТИЕНОМ случае буоврную емкость среды нельзя считать
Постоянной ЕО Есем интервале изменения рН. РН срещы релаксиро-
Еал цО НОЕОГО стационарного значения за 12TI5 МИН.
Система измерения скорости ~хания Е ферментаторе (гл.
5.2.3) имеет некоторое характерное Еремя запаЗЩЫЕания, поэто-
му нас~упление экстремального значения скорости Щblханиясразу
после импульса кислоты (щелочи) опре аеляли по покаэаниям рО2
электроца: цопускаяось , что максимальной скорости изменения
Р02 срецы СООТЕетеТЕует энстремум JOi• как праЕИЛО, максимум
Jo наступал Е первые 15 сек. после добавления кислоты и Е
2
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расчетах принималось , ЧТО :102. = т~~. при t = о, и линейно
снижается f течение Еремени.
для прОЯЕления СОСТОЯНИЯ4 (щыхательного контроля) не-
06:<:0 ЦИМО, чтобы хемостатная культура нахо пилась Е состоянии
избытка С-субстрата Е среае. Избыток С-субстрата легче насту-
пает и эффект цыхательного контроля лучше выражен у ауксстроф-
ного по гомосерину , лизинпроnyцирующего мутанта В. flаvuп RC-
115, который поэтому Е цанной серии ОПЫТОЕ использовали 2~ec-
то прототрофного штамма.
9.1.2. Моцель кинетики изменения рН срещы
после импульса кислоты
Очев ицНО, что ме цленное по пщелвчивание сре цы после цо-
бавления кислоты является результатом нескольких электричес~и
скомnеНСИРОЕанных ПОТОИОЕН+, гце ПРОТИБоионами цля н+ могут
оказаться как анионы, Ехоцящие Е клетку, так и Еыхсцящие из
клетки катионы (например, К+). Допуская существование линей-
ной эввисимости межny Ll РН и соответствукшими потоками /50/
можно написать уравненив скорости циссипации навеценного ИМ-
пульсом I<ИСЛОТЫ цополнительного грациента рН на мембране
(dрН) .Е УСЛОЕИЯХ, КОГ да нет асэраст ания цыхан ия :
djr = -L· (JtH - JpX).-k (9.1),




(~~нутр.И 3срещы - СООТЕеТСТЕенно, ЕНУТРИ- и Енеклетоuяые
6YQepИble енкости ЦЛЯ н'э , а L - общая н"-прово аимость
мембраны I прецставляющая сумму коэффяциентов н'-провоцимсс-
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отцельных элек-гронейтральных н' потоков, Скорость Еозраста-
НИЯ грациента ПРОТИЕоиона(ОЕ) ОПИСЫЕается аналогичным Eыpa~e-
нием:
Возрастание скорости пыхания dJo вызывавт нарушение ба-
ланса трансмембранного н"-цикла; Е сре цу выорасыввются больше
Н+, ЧТО выражается Е подкислении срецы (воэрастании дрН):
d(cJpH)_ Г] .N.L
а{ - о 8н
гце!V - стех~ометрия Н+/О. Суммируя (9.1) и (9.3), получаем
уравненне кинетики изменения JрН пдя культуры Е состоянии 4:
(9.3),
(9.4).
Систему из уравнений (9.2) и (9.4) можно решить относи-
тельно дрН:
t t
!рJl. ~ХI'I-АЧdfHO,.. ~H .Jf].-1- t -j J. -dtj.o/fА).Jt} (9.5),
t"o -t-=o
г це А = L· (1/8;, -t 1/8;(.)·t ,д рНО = 6рН при t;;:: о. Имея ФУНК-
цИЮ dрН == !(tJ, легко рассчитать значение рН срепы Е тсбоfi;
Момент Еремени :
Р~срепpI = рН~реЩI + (JpHo - JpН)/{I + ~;ець/З~утр,) (9.б~,
Г де рН~репpI = pНcpenы при t = о.
На рис. 9.2 прецстаелены результаты теоретичеекоrо рас-
чета кинетических КрИВЫХ лсцшелачиеания среды после импульса
КИСЛОТЫ ~ри раЗЛ}1ЧНЫХ цопусхаемых значений N) L и отношения
3)3п по ураанения (9.5) и (9.6). Вицно , что пыхание ЕЫЗЫЕает
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~AC. 9.2. Теоретический расчет кинетик~ рН CP8~ после цо6аЕ-
пения кислоты по уравнению (9.6) при различных
эначениях: А - L (N ~ 2), Б - N ,В - в;вн.
ную~ чем выше N . При таком иссле повании решений Е уравнения
стаЕилиеь реальные, экспериментально ПО~jченные значения
d'Jo",,{(t) t дрНО, pп~peцы и Вн• Можно с делать эакяючение ,
что решения Е постаточной мере заЕ~СЯТ от N t Т. е. что сцен-
ха N по кинетическим цанным Е принципе Еозможна.
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9.1.3. Результаты расчетое значений н+/о
Наёлюцаемые изменения pn среды описывались уравнениями
(9.5) и (9.6), подбирая по пхопящив значения L , N и Вх•
Подборку осущеСТЕЛЯЛИ эмпирически С помощью компьютерной
программы перебора значени~ этих парШАеТрОЕ и оценки соотеет-
еТЕИЯ полученных решений ~кспериментально~ кинетике метоцом
наименьших КЕапраТОЕ. Значение N по хоцу перебора послецо-
Еательно изменялось с шагом 0,5 , значение l - с шагом 0,25
..f моль н'/г. сек. Ll рН , а Вх - так, чтобы отношение в;вн
менялос ь с шагом 0,5.
Оказалось, что критерию минимума суммы КЕацраТОЕ отклс-
нениr. экспериментальных значений РН оТ теоретических (при
указанных размерах шаГОЕ пере60ра параметрое) оцинаКОЕО хоро-
ШО СООТЕеТСТЕУЮТ несколько комбинаций fV , L и в/ан (табл ,
9.1). Математическая обработка цанных одного импульса позво-
ляет локализовать N с неопрецеленностью примерно 2 е циниц ,
В таблице 9.1 приеецены результаты ~атематической обработки
данных от 3 И~ПУЛЬСОЕкислоты С оцного процесса хемостатного
КУЛЬТИЕИрО98НИЯ 6актер~Й. 3ИЩiо, ЧТО для Ka~цoгo импульса
характерен сЕОЙ интервал поцхо цящих значений параметров. Оц-
нако значения N около 3,5+4,0 подхолят пля всех 3 инпулъ-
СОЕ. Можно полагать, что о пин из путей повышения "разрешаю-
щей способности" нето ца кроется Е нахож цении способов неза-
ЕИСИМО измерения l и/или Бх•
с целью сравнения , н+/о стехи ометрию у В.flаv1..Щ\ оп-
ре целяЛИ параллельно пвуия цругимн мето дани: классическим
метоцом Митчелла (гл. 5.3.3) и мето пом сравнения стационар-
ной скорости цыхания с величиной трансмем6ранного потока н"
Е процессе тмтров ания суспензии клеток разобщителем.
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Таблица 9.1
Значения параметров L , в/ан и N , СООТЕетст-
вующие наблюцаемым кинетикам поцщелачивания срецы
после яосавления кислоты к хеиостагной культуре
м oIIЫTa*) L lЗх/i3н N





2 1,75 1,0 2,5
2,00 1, О 4,0
2,25 г.о 5,0
2,50 1,5 4,5
3 3,00 1,5 2,5
3,75 2,0 3,5
3,75 3,0 3,0
*) Пре дставлены данные расчетов 3 импульсных
экспери~еНТОЕ с Ощ~ОЙ хемостатной культурой
Brevib~cterium fl~vuт RC-rI5
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9.2. Величина Н+/О, определенная
по метоцике Митчелла
Этим метоцом иссле цоввны н'/0 У клеток прототрофного
штамма Е зависимости от наличия экзогенного субстрата и у кле-
ток ауксотрофного штамма R C-115, потребляющих энцогенный
субстрат. Данные представлены Е табл. 9.2.
Та6лtЩа 9.2
Результаты опрецеления н+/о у










в скобках - число ПОЕтарностей
Численные значеnия н+/о оказЫЕаются существенно ниже тех,
которые получены вышеописанным методом импульсного возмущения
стационарного состояния хемостатной культуры: цля эндогенно
.дышащих B.fla\~ н+/о около 1,3 + 1,7 , а в присутствии
субстрата (ПИРУЕат) у прототрофного штамма B.flavum и+/о
достигает значений 2,3. Необходимо, o.д~Haкo, учитыеать наличие
компоненты Сll--резистентного дыхания, которая, как показа-
но цля в. ~l !1.'rJI1 /37/, в УСЛОЕИЯХблизких к анаэробным дости-
гает поря~а 50 % от Есего потребления 02. Допуская, что C~--
резистентноецыхание не сопряжено или слабо сопряжено с транс-
локацией н+ /40, 47/, мы, тем самым, должны внести коррекцию -
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вычесть сьr--резистентную компоненту из общего количества ПОТ-
ребленного кислорода. В результате получаем значения н'/0 при-
мерно Е 2 раза выше: около 3+4,. т ,е , близкие к данным метоца
импульсного возмущения.
9.3. Оценка значений Н+/О по увеличению энергии
на поддержание L1р вследствие возрастания
сн+ под ЕозцеЙСТЕием разобщителей
Добавление протанофорных разо6щителей повышает протонную
проницаемость мембраны /103, 182/, Е связи С чем наблюцается
снижение д? ' а у клеток Е состояние 4 - возрастение сно-
расти дыхания. Постепенно увеличивая Е среце концентрацию про-
тонофорного разо6щителя, можно ПОЛУЧИТЬ функциональную зависи-
мость :102 = ( <Сн+ •др ), где сн+ • LlР = Jн" - паССИЕ-
ный трансмембраиный поток н+. Если разо6щитель при этом не ВЛИ-
яет на величину н+/0, те функция прецстввяяет собой прямую с
тангенсом угла наклона ~ (Н - стехиометрия н+/0) .
2·Ы
Согласно такой схеме у прототрофного штамма B.flavum
одновременно измеряли скорость дыхания, величину др и ко-
эффициент пассивной н+-проницаемости мембраны (Сн+) Е зависи-
МОСТИ от добавленного количества протонофорных разо6щителей
пентахлорфенола или ХКФ. Клетки инку6ИРОЕали в среце 200 мм
KCI с добавлением энергетического субстрата (сахарозы или аце-
тата). Скорость дыхания измеряли Е аппарате Варбурга, L1jJ и
Сн+ - как прежце.
Влияние ХН:Фна ~2 и др привецено Е тасл , 9.3,
влияние l1XФ - на рис. 9.3. Вицно , что заЕИСИМОСТЬ Jo и2-
.6. r от концентраций раэобщитвлей носит сложный характер,
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Зависимость скорости .дыхания и величины д р от
концентрации ~ у B.flavlJm ~ Клетки инкубированы
в ~a/K фосфатном буфере при РН среды 7.2
ХКФ + Сахароза (0,4 %) + Ацетат натрия (0,2 %)
СМ) J02
Ар J02 Ар
ммоль/час.г (мВ) ммоль/час.г (МВ)
3,0 151 5,9 129
10-7 5,4 147 5,I 119
5~IO-7 4,5 137 5,0 107
Io-6 4,5 127 5,9 86
5· 10-6 7,9 125 7,1 .:69
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Рис. 9.3. Зависимость 4. р (1) и скорости пыхания (2)
культуры B.flavU1l'\ 22 ЛД-П от концентрации
разо6щителя~. * - без добавления ~
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особенно в случае IlXf!!. Зависимость Сн+ от концентрадии ХКФпри-
вецена на РИС. 9.4. В случае ПХФэта ЗаЕИСИМОСТЬ имеет большое
СХОДСТЕО. Неожиданным лаяяется фа1СТ, ЧТО влияние на 4 р и/или
проявляются при концентрациях обоих разо6щителей, ко-
торые на 1+2 поряд~ка ниже, чем те концентрации, при которых на-
олюцается снолько-ёнибу ць заметное возрастание Сн+. Это, а танке
сложная завИСИМОСТЬ 70г..и L1/J от концентраций обоих разсощи-
гелей, несомненно, ГОВОрИТ о побочных, "непротснофорных" эффек-
тах ЭТИХ сое.цинениЙ на клеточную энергетику. На рис. 9.5 изоб-
ражена зависимость :102.:Z I (LH+ о LJp) , полученная титруя
суспензию пентахлорфенолом. Зависимость достаточно хорошо ап-
проксимируется прямой, наклону которой соответствует крайне
низкое значение стехиометрии н+/о - около 0,85. Cxoд~~ыe резуль-
таты получены с ХКФ (н+/0 около 0,75; не показано ). Таким обра-
зом, 06наруженные непротонофорные побочные эффек~ ~ и ХНФ
делают эти соединения непригодными для их методического приме-
нения в качестве специфичесхих агентов, избирательно повышающих
Сн+: заниженные значения Н+)О, полученные данным методом, оце-
ВИДНО, являются следствием непропорционально большого еффекта
разо6щителей на ~~ по сравнению с их эффектом на Сн+'
для расчета энергии на поццержание Llр у В. flаv· ..цп
использовано значение Н+/О = 4, полученное С помощью метоца
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Рис. 9.4. 3аЕисимоеть коэффициента пассивной Н+-проницаемости
мембраны
теля ХКФ.







Рис. 9.5. 3аЕисимоеть скорости ,щыхания у B.flavum 22 лд-п
+от пассиеного потока Н . Сн+ изменяли t добавляя
разо6щитель~. *:- - 6ез цосавления ПХ~.
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ГЛа.Еа 10. ОЦЕНКА 3НЕРГО3АТРАТ НА ПОДДЕР1КАНИЕ
ИОННЫХ ГРАдИЕНТОВ У BR~VIВACTERI~~
РLА'/Шl И ZY.'10~,1ONAS мовп.тэ
10.1. Энергозатраты на поццержание
ионных градиентов У B.flavum
10.1.1. д Р
Экспериментальные данные, изложенные Б главах 6-9 были
получены с целью оценки той доли метаболической энергии, ко-
торая у B.fla-;rum затрачивается для компенсации пассивных
трансмем6рэнных поТоков н+ И Ыа+, или, согласно нашей терми-
rv-
нологии t на попдержание Д р и А!'JtlQ". Результаты оценки ве-
личины энергии на поццеркание Д р представлены в та6л. 10.1.
Рассмотрены (так же как в начале гл. 6) цва физиологических
СОСТОffiiИЯ клеточной популяции: состояние 4 (цыхательный КОНТ-
роль) и состояние 3 (ОТСУТСТЕие дыхательного ~онтроля). ддя
расчетов взяты цанные о L1t и Ll рН из гл. 6; по этим цанным
оцеНИЕали д р у хемостатной культуры B.fl~\Lrn 22 ЛД-П Е
состоянии 3, раС~Jщей на среце с БЕК и ацетатом, а также у
периодической культуры того же штамма в СОСТОЯНИИ 4~ расту-
щей на среце с сахарозой и кукурузным ЭКСТрактом при указан-
НЫХ в таслице 10.1 значениях РН сре цы, Данные о скорости цы-
хания клеток Б состоянии 3 на среде, соцержащей БЕК и ацетат -
те же, что ПРИЕеце~ Е гл. 6. Да.н:ные о скорости цыхания кле-
ток Б состоянии цыхательного контроля при различных значени-
ях рН срецы взяты из опыта, где исслеДОЕалась корреляция по-
вышенив сн орости пнхания с возрастанием Сн+ (гл. 7).
Значения Сн+ следует рассматривать ка.'{ прислизительные
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Таолица 10. 1
Оценка энергии на попцврквние др у Ва flavuт





др по цперха-ный КОНТ-
[ t"МОЛЬ н+ J ние ~pроль (мВ) [tМОЛЬ 02]~.ceK. дрН (%)г.сек
? 0,1 136 0,70 4,0
1" 0,1 122 0,45 5,7о
5,5 0,5 44 0,09 51,4
5 I,5 40 О
+ 7 0,1 134 1,11 2,5
б 0,1 154 1,17 2,7
5,5 0,5 160 1,30 12,8
5 1,5 182 1,47 38,6
ЕВИДУ разброса результатов отцельных измерени~ (гл. 7). Рас-
счеты целались по формуле:
f~+ = СН+ -t1f/2o!'/" Jo,- (10.1)
}
гце j н: - потребление энергии (Е % от обцего потребления кис-
лороца) цля поццержания д р.
Результаты расчеТОЕ СЕицетельеТЕУЮТ о том, что Е раесмат-
/риваемых условиях f н+ может изменяться 8 пределах от 2,5 цо
50 % • ..J~",резко возрастает при поиижении рН срецы ниже б. Как
ffCHO из данных табл. 10.1, ОСНОЕНОЙ причиной такого возрастания
энергии поццержания др - увеличение Сн+ .
I
У клеток в СОСТОЯНИИ 3 Рн'" С понижением рН сре цы воэрас -
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тает относительно быстрее и ЦOCT~гaeT несколько больших значе-
I
ний , чем .!н+ у клеток Е СОСТОЯНИИ 4. Оцнако по абсолютному
значению (2 ещиницах скорости потребления кислороца на грамм
6иомассъуэнергия на поццержание д р, которую затраЧИЕает куль-
тура в состоянии 4 при РН сре цы « 6, Е несколько раз превышает
аналогичный показателъ у культуры Е состоянии 3. ОчеЕИЦНО, имен-
но этим МОЖНО объяснить ПОЕышенные значения др (а также, час-
тично, поццержание более ЕЫСОКИХ значений внутриклеточного рН),
которые наблюдаются у клеток B.flavum Е СОСТОЯНИИ 4 Е области
рН срецы г. 6.
Полученные данные о ClIa+ позволяют оценить лишь Еерхний
""-
прецел энергии на поддержание 4../1).14'" при рН срецы около нейт-
ральных значений. В УСЛОВИЯХ дыхательного контроля при РН срецы
межny 6 и 7 мы можем принять, что А ер попцеркивается Е прецелах
от 100 до 150 мВ, а значение ею, по нашим оценкам (гл. 8),
иеньше 0,07 JМОЛЬ Ыа+/г.сек . .6рЫа+ • Используя значения
~РИБеценные Е та6л. IO.1, а также учитывая, что компенсация
паССИЕНОГО потока Ыа + 8 2 раза 11 дороже" компенсации такого же
+ +/ + flлотокв Н (если Н Ыа = 2), мохно раССЧИТЫЕать, ЧТО лu" =:::4,7+
~,9 % (ЦЛЯ культуры Е СОСТОЯНИИ 4).
в отличие от А Р "натрийцвижушая сила" у B•.:~avU1l не за-
Нимает центральной роли Е энергетике и может быть сведена прак-
тичвсни на О 6ез серьезных послеЦСТЕИЙ цля жизнецеятельности
Клеток путем выращИЕания, отмывания и ресуспе~ЦИРОЕания бакте-
ри~ а безнатриеЕОЙ среце. Тогца, сраеНИЕая скорости дыхания у
Клеток Е овэнатриевой сре це и Е среде с Nз+ (Kor!J.a LljЧНо.•..~ О),
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можно непосреЦСТЕенно суцить о поряцке Ееличины энергии на
поццержание A~Nd. В табл. 10.2 ПРИЕОЦЯТСЯ такие цанные.
СраЕНИЕали СКОРОСТЬ цыхания клеток Е 200 ~1 КCI и скорость щы-
ханин клетох Е среце С 100 wA КС1 и 100 мм ~aCI при рН срещы
8,0 и Е присутеТЕИИ 0,5 % ацетата Е качееТЕе энергетического
субстрата. Клетки В. flз.vum находились Е состоянии цыхательнс-
го контроля, о чем СЕицетеЛЬСТЕует эффект ХКФ. Оказалось, что Е
ПРИСУТСТЕИИ 100 мм Iia+ Е среце скорость щыхания клеток УЕели-
чена почти на 10 % (считая от ~O Е ПРИСУТСТЕИИ ~a+).
2
Таблица 10.2
Влияние ИОИОЕ Ыа + на скорость дыхания
клеток B.flavwn Е среде с 0,5 %
ацетатом калия
Состав сре цы J02
[!'моль 02Jr. ceKJ
200 мМ KCI




1,13 - 1,44 (3)*
1,21 - 1,68 9,4% + 5,8% (3)
2,12 - 2,23 43 ,4% + 1 1 ,6% ( 3)
* - Е скобках - количееТЕО
поеторностей
Используя интерЕал ееличины ~o Е присутеТЕИИ lIa+
2
(та6л. 10.2) и принимая, ЧТО при рН сре цы -:::8 L1 ЧJ::: 180 мВ
(гл. б), нетруцно по псчитать , ЧТО Е ЭТОМ случае верхний прецел
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Ifi На + - ОКОЛО 4,5 +: 6,2 %. Эти значения, вероятно, несколько
эанижены , так как не учтена ЕОЗМО2ЩОСТЬ, ЧТО при концентрации
Ыа+ Е среде -- IOO мМ д рN.з.+ превышает I,3 е циниц (гл. 8),
и, соотеетственно, реальный пассивный потол 1{а+ также несколь-
I
КО выше. В пределах ошибки значение ]3Na+' измеренное по воз-
растанию дыхания Е ПРИСУТСТЕИИ Е среде Na+ совпацает с расчи-
. ,
танным максимальным значением fi На +. Таким образом, истинное
I
значение .f Ыа +, вероятно, близко к рассчитанной верхней грани-
це и ПО порядку совпадает с величиной .J~+при нейтральном РН
среды.
10.2. ~p и энергозатраты на ее
поццержание у Zymomona.s mоЬiliэ
у анаэробной бантерии Zymomonas mobilis L1 р не участвует
в генерировании ATQ. кан рассмаТРИЕВЛОСЬ 2ь~e (гл. 2.1), ее
наличие не требуется также цля транспорта Е клетку энергетичес-
кого су6С7рата, ХОТЯ и показан А р - зависимый транспорт &tИ-
нокислот /84/. Ситуация ВО многом аналогична с попдержанием
ЛJ
L1J'Nt! У Brevi bact eri um flavuru : ,количеСТЕО энергии на по ццераа-
ние др у Z.mobilis МОЖНОмерить прямым путем, просто "отклю-
чая" генератор протонного градиента и фиксируя изменение уровня
непро ~КТИЕНЫХ энергозатрат. Конечно, в ЭТОМ случае термин "не-
продуктивные энергоэатраты'' означают не только энергопотреоле-
ние на компенсацию ~ р- Сн+, а также, Е О зможн о , затраты па цви-
жение (гл. 2).
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10.2.1. д РН и Ll rp У Zymomonas mobilis
Результаты исследования зависиности L1 рН от рН срецы у
метаболически акТИЕНЫХ и метасолически неакТИБНЫХ клеток
Z.mobilis 113 прецстаЕлены на p~c. 10.1 и 8 табл. 10.3. Мета-
болически акТИВНЫМИ считали культуры клеток, ЕыцеЛffЮщие СО2'
какими ЯЕЛЯЮТСЯ клетки Е экспоненциальной фазе роста или Е
стационарной фазе после добавления ГЛЮКОЗЫ в 5 % (конечная
КОНЦ. ). Метвоолически неакТИБНЫМИ считали клетки в стационар-
ной фазе роста, у которых выцеление СО2 прекратипось . На рис.
10.1 БИЦНО, что ~ рН у метаболически неакТИЕНЫХ клеток зна-
чительно меньше, чем у ~leTOK, потребляющих субстрат. Onнaкo,
если рН срецы -< 4, метаболически неактивные клетки все-таки
подпаркивают L1 рН более ециницы. Отсюда слецует , ЧТО L! РН У
Z.mobilis лишь частично заЕиеит ОТ метаболической энергии.
у мета60лически акТИВНЫХ клеток изменения рН среды от
3,5 до 5,6 вызывают изменения внутриклеточного РН от 5,75 до
6,40. У метаболически неакТИВh~Х клеток значения внутриклеточ-
ного РН оказались ниже 5,0 т 5,5.
Величину .4 cf/ У данных бактерий иэмерить при помощи тфф+
не удалось. В энергеЭИРОЕан~х клетках количество ТФ~+ оказа-
лось почти Б 2 раза Быше, чем В интакТНЫХ, так ЧТО клетки как
6у цто не аккумулиро вали , а, наоборот, ,.выталкивали" этот кати-
он (не пок азано ) . С Е. coli нами была про пелана серия экспе-
риментов и: про цемонстрироеана заЕясиность наблюдаемог-о .4 ер от
концентрации ТФФ+ /121/. Оцнако , накапливание T~+ ЕНУТРИ кле-
ток Z.mobilis не удавалось постичь ни обработкой суспензии с
ЭДТА, ни в аръироввниен концентрации ТФФ+ в среце . При ЭТОМ, на-






Рис. 10.1. Зависимость ~ РН ОТ РН сре.цы у мета60лически
анТИЕНЫХ (1) и метаболическя неакТИЕНblХ (2)
клеток Zутоmопаэ mоЬiliэ I1)
ниже, чем в мета60личееки активных. На качественном уровне та-
кое поредение ТФФ+ может свипвтельствоватъ 06 обратном 4 r _НС\.
меМбране Z.mоЬiliэ (ff+~ ВНУТРИклетsи), ощпако для количест-
венного опрецеления ~ ~ Е цанном случае необходимо ИСПОЛЬЗ0-
Еать проникаюЩИЙ анион вместо проникающеГG катиона. Поцо6ные
наблюдения сообщаются ТRКЖе 8 работе /200). Там же исслецова-
на динамика .6 РН Е процессе периодического роста ZY-:loтonas J10-
Ьiliз. Пок аэано снижение этого грациента 8 конце КУЛЬТИЕИРОЕа-
ния по мере иэраСХОЦОЕания субстрата, что ~орошо согласуется
с нашими цанными о различии в величине ~ ~H у метаболически
активных и метаболически неа.кТИЕНЫХклеток. В количественнси
10I.
Раблица то.э
3аЕИСИМОСТЬ величины .1 рН и накопления ТФФ+
от pI-I срецы Е метасолически 8БТ~=НЫХ и мета-
болически неа.кТИЕНЫХ клетках Z.mobilis
рН Метаболически активные blета60личееки неактивные
срецы АРН [T~+] АРН (T(~+]Е/УТР, Е/УТР.
[ИМП мин] [ИМП мин]
4,07 1,87 3777 1,42 2010
4,47 1, ?1 3135 1,06 Т864
4,92 0,93 4495 0,78 3278
плане полученные нами значения Ll рН Е ОСНОЕНОМ согласуются с
литературными цанными /58, 200/.
10.2.2. Оценка энергозатрат на поадержание
путем ИНГ!16ИРОЕания н+-АТФазы
При концентрации ингибитора н'-АТФазы Дl..(Г!{ равной или ЕЫ-
ше 2· 10-4 М наблюцается стимуляция роста Z.mobilis И увеличе-
ние выхода ономассы на ециницу потребленного субстрата ( '&/$)
(твся , 10.4). ДЦI1{ снимает лишь часть .6.рН и по данным табл.
IO.4 можно оценить энерг оэатраты на поацержание ЭТОЙ дцгк ..-
чувствительной коипоненты . Принимая пля Z -пго bil if'







Из данных о \ J легко ПОЛУЧИТЬ К;, , УЧИТЫЕая, что изYX/s ,</АТФ
1 моля глюкозы Образуется 1 моль AT~. Таким образом, можно оце-
I02.
Таблrща 10.4
Влияние ДЦГК на рНзнутр. и выхо ц биомассы
на г субстрата и моль АТФ У Zymomonas mоЬiliз
В период с 14 по 18 ч. КУЛЬТИЕации
к (г/г) У<г/моль) РНЕНУТР• .4 рНХ/З ХIАТФ
0,009 1,62 6,26 2,36





нить, что у Zymomonas mobilis Е случае роста культуры на бо-
гатой среце j31 == 81 %. При ингибировании н"-АТФазы посреЦСТЕОМ
)JЦГК наблюдается значительное увеличение выхода биомассы на
молекулу АТФ. НеПРQДУКТИЕные энергозатраты Е ЭТОМ случае
(j/ щгк, - около 30 %. НеПрО.~КТИЕные эГ!-ергозатраты на по п-
держание дцгк-заЕиси.моr~ компоненты д рН СООТЕеТСТЕУЮТ разнице
VHt:J.kc.
(допуская, что ДL(ГК - не меняет /Х/АТФ) межд; этими двумя Ее-
Личинами:
)




равна примерно 50 %. Вместо "дцгк-заВi1СИМая
11 мы можем ГОВОРИТЬ "компонента, зависимая ОТ
как показано /84/, что H+-АТ~аза Z.mobilis
ДЦГК-ЧУЕствительна. С цругой стороны, эти аанные не ПОЗЕоляюr
вычислить полной энергии на поццерхание L1 р, так как нет y~e-




Правильность оценки затрат энергии на поццержание транс-
мембранных ионных грациентов у Во fl9.VlJ.l1 всецело зависит ОТ
точности и апекватности опрэцеления соответствующих параметров
энергетики, значения которых приве аены в экспериментальной
части. В первую очерець это касается протон цвижушей силы. На-
цекн ость сущеСТЕУЮЩИХ метоцов измерения L1 р широко .ЦИСКУТИ-
руется 13 литературе послецне го песятилетия , в частности, Е
СЕЯЗИ С "неипеаяьным" поведением липофильных катионов, исполь-
ауемых для измерения д C)J (гл. 2). Как отмечалось , нацежностъ
опрецеления ~ rp Быте при больших значениях электрического по-
тенциала , когда наёлвцается хорошее совпацение данных распре-
деления ~+ с данными других метоцик /45, 265/. как мы пока-
зали, 4 ер является ве цущей компонентой протонцаикущей силы у
в.г; аvuп и всегца (за исключением клеток Е состоянии 3 при
кислых РН среды) выше 100 мВ. Это, Е целом, делает данные о
i1 Р У В. flavum относительно цостоверными ,
Во ЕТОрЫХ, нео6хоцимо отметить, что м:ы рассматриаали
точность и нацежность опрецеления "целокалиэованной'' протон-
цвивущей силы, КОТОРая поццается измерению изложенными выше
методиками. Оцнако , накапливаются все больше данных работ, в
Т.Ч. На оактериях, указывающие на возможнуп роль локалиаован-
НЫ)С в мембране (или Е примембранном пространстве) потоков Н+
в эн ергос опряж энии /36,88,98,165,172/ (СМ. гл. 2.4). Оценить
величину энергии на подцеркание таких локальных грациентов еще
труцн ев , так как ме тоцики измерения Сн+ и н+/0 ТЭJ<же ПО3ЕОЛЯЮТ
учитывать только "целохалиаонанных н". Если же существенная
Часть энергии, гене риру емой Е дыхательной цепи, расхо цует ся на
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транслокацию через мембрану "невицимых" с помощью имеющихся
меТОЦОЕ "локальных" ПРОТОНОЕ~мы В итоге получаем заниженное
н+/о. Таким образом, при наличии локального сопряжения, мы
переоцениваем y~+ цля пелскалиэованного грациента , так как
не учитываем тот факт ~ что реально ЦJlЯ образования д Р расхо-
,дуется не весь кислороц : часть 02 потребляется для трансмемб-
ранного переноса "локальных" ПрОТОНОЕ. Из такого анализа сле-
цует , что применяемые i-!01'.1И методики ПОЗЕОЛЯЮТ оценить верхний
f' Jпредел н+' который соответствует истинному значению} н" при
УСЛОВИИ, что все энергосопряжение осуществляется посрецством
"целокалиаованной" ~ р.
в настоящей работе исслецовалась зависимость д р у
B.flavum от ряца фактсров : РН сре цы, концентрации к+ 8 среце
инкубирования клеток, концентрации биомассы и буферной емкости
cpe~ с учетом физиологического состояния клеток. Знание пере-
численных зависимостей необхоцимо для оценки и прогнозирования
Ееличины ~ р Е соответствующих условиях.
"~изиологичеСJ(ое состояние клеток" в цанном случае пони-
мается как наличие или ОТСУТСТЕие у в.т:..a.vum дыхательного
RОНТрОЛЯ. В сущности, цыхательный контроль характеризует "за-
пасы мощности" системы генерирования энергии: Е УСЛОВИЯХ, ког-
ца ПРОЯЕляется цыхательный контроль (состояние 4,по аналогии
с МИТОХОпЦРСЯМИ),лимитирующими ЯЕЛЯЮТСfi процессы nотре6ленил
энергии, а не процессы ее г-енерирования. Наоборот, когда !щха-
тельный коптроль не наблюдается, система гэнерироаания энергии
сама является Л~!~1ИТИРУЮЩИ?А звенОМ (состояние 3).
Состояние 3 у бактериVi может наступить как ЕСЛ8п,стеии
ингибирования путей ПРОИЗЕОЦСТЕаэнергии /39/, так и при ак ти-
сации процессов, потрэбляющих ме'!'аболическую энергию /238/;
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Еажно лищь изменение отношения максимально ЕОЗМОЮiОЙ скорости
генерироеания энергии к реальной СКОрОСТИ ее потребления Е
пользу послецнеЙ. От "запаСОЕ мощности", очеЕИЦНО, заЕИСИТ ко-
личество метаболичесной энергии , ЦОСТУПНО!1 пля поцдерханиз
трансмембранных ИОННЫХ граяиентов , Отсюца понятны различия Е Эг.-
висимостях д р от некоторых фаКТОРОЕ сре цн у клеток Е ЦЕУХ эТИХ
,~ИЭИОЛОГJ'Iческих состояниях.
К сожалению, конкретная биохимическая ОСНОЕа проявления у
бактерий цьхательного контроля ЕО многих случаях остается неяс-
ной. Иэвэстно , что цыхательный контроль Е случае Е. coli наблю-
цается у нерастущих клеток Е УСЛОВИЯХ потребления энцогенного
субстрата, тогца как растущие клетки Е. coli нахоцятся Е состо-
янии 3 /70/. Согласно интерпретации аЕТОрОЕ, у быстрорастущих
клеток весь 06раЗОЕанный A~ быстро по~ре6ляется Е процессах
биосинтеза. Нам прецставляется праЕИЛЬНЫМ провести различие
меж.~ поиятием tI состоянием 3" у митохон црий И ёактерий Е том
плане, что у бактерий д р Е большей мере используется Е энерго-
потре6ляющ~л процессах, не СЕЯЗанных непосреЦСТЕенно с AT~
Странсг.орт, переЦЕижение). Поэтому цля бактериУ. более ацеКЕатно
рассматривать не иэненения содержания AT~, а непосре аственно Ее-
личины А р, при перехоцах из оцного состо?Ния Е пругое.
Интересно отметить. что Е отличие от Е. col i У Е. flavum
на6люцается дыхательный контроль Е растущих клетках. Для это-
го требуется избытон С-субстрата 2 сре це Су эн погенно дыша-
щих В.fl avum пыхательнып контроль не ПРОЯ~.1яетс.С!), а также
неэаинг иёирсванностъ путег. г енериров ания энвргии . Су ~C: по !1~,le-
юшzмся цанныы , цля B.flavu:n перехоп от состояния 4 к состоя-
нию 3 Е условиях избытка С-субстрата чаще ЕЫ3Еан именно инги-
бированием fiyte'-:"j промэаоцства энергии , а нз воэрастанием пот-
ресления , Так , Е наше> ла60раТ()Р~1И показано , ЧТО проявление
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щыхательного контроля у B.flavum зависит от аКТИЕНОСТИ
фериентов цикла Крэбеа / 33 J. в процеесе периодического
КУЛЬТИЕИРОЕания на сахарозе акТИЕнаеть цикла Крэ6са макси-
мальна в позцней логвриомической и ранней стационарной оаэах
роста. СООТЕетеТЕенно, Е то же время наблюцается наиболее ВЫ-
раженный цыхательный контроль. АКТИЕНОСТЬ цикла Крэ6са зави-
СИТ от УСЛОВИЙ Еь~ащИЕания клето~, в частности, ингибирующее
ЕоэцейеТЕие на некоторые ключевые ферменты цикла оказывают
присутствующие Е среде свобоцные аминшеислоты J 34 J. Клетки
В. flavиm , выращиваемые на срецах с богатым со цержанием
аминокислот не ПрОЯЕЛЯЮТдыхательного контроля, чем отлича-
ЮТСЯот клеток, растущих на углеЕоцах / 33 /. Отсюца СТано-
ВИТСЯ понятна различие меж~ клетками, растущими на сре це с
БЕК и на среце с кукурузным экстрактом: первый субстрат со-
цержит большое количеСТЕО СЕобоцных аминокислот, И. вероятно,
является оцной из причин отсутствия цыхательного КОНтрОЛЯ у
B.flavum Е этой серии эксперимеНТОЕ (гл. б). Имеются также
указания на устаноеление СОСТОЯНИЯ катаболитной репрессии Е
лрисутствяи Е среце БЕК / 34 /. Кроме рассмотренных факТОРОЕ
на акТИЕНОСТЬ системы генерировения энергии Е принципе могут
ЕЛИЯТЬ и другие факторы, которых мы не учитываем. Поэто~~ пе-
рец каж цым экспериментом КОНТрОЛИрОЕалось состояние культуры
тестом на щыхательный КОНТрОЛЬ.
При заранее ТИКС~ОЕанном сиэиологическом состоянии
культуры, мы можем рассматриватъ особенности ЕЛИЯНИЯ рН сре-
пы на значения внутриклеточног-о рН, Ll рН И А lf , характер-
ные цля В. [1 avum • Самая очевипная особенность В. fl.з:Jum
Е этом отношении - широкий интервал изменения внутриклеточно-
го рН ПрИ изменен~и РН cpecrы, т.е. атеУТСТЕие Енутриклеточно-
IO?
го рН гомеостаза. Такое отсутеТЕие РНВНУТР. гомеостаза и не-
большой А рН ЕО всем интервале рН срецы, очевицно, не ЯВЛЯ-
ется артефактом методик~, так как пользуясь ицентичной проце-
дурой измерения, нами получена харакэерная рй-эависимость д рН
У E.coli /121/, СОЕг~цающая с ~~~IШ~И литерату~ы /45, 191,
231/.
;'.10:;К.ноутверж дать , что частично отсутствие pH-гомеостаза
оБУСЛОЕлено энерге~ическ~м фактором: у клеток в состоянии 3
интерЕал изменений Енутрtшлеточного РН относительно шире, а 2
районе рН срепы 5,0 -:- 5,5, гце наблюцается возрастание пассив-
ной Н+-проницаемости мембраны, РНвнутр.Е большей мере заЕИсит
от рН cpe~, чем Е районе 6,0 + 7,0. Оцнако, у кл~ток Е состоя-
нии цыхательного контроля значение внутриклеточного рН также
меняется Е прецелах 1,2 ециниц, что не поэволяет ГО20рИТЬ о рН
гомеостаэе. ОчеЕИПНО, У B.flavum просто нет "жесткой" регу-
ляции внутриклеточного рН, ЧТО цЛЯ аэроБНого нейтрофильнсго
гетеротрофа, суця по цанным литературы (СМ. обзоры /203,204/),
нетипично . Несколько похожие данные получены на аэробной Ni tro-
затопав europaea /147/, оцнако Есе остальные ИзЕестные СЛУ-
чаи ОТСУТСТЕИЯ РНЕНУТР. гомеостаза относятся к анаэробным
бактериям. У исслецованных аэробных неЙТРОфИЛОЕ, таких, как
Е. coli циапаэон и зменений РНЕНУТР. лаже Е УСЛОЕИЯХ У'1'лЛ;1за-
ЦИИ клетками энцогенных резервов значительно более УЗКИЙ, чем
у В. t'lз.vuт )95,122,242,266/.
д cf у В.f1а vum (Е состоянии 3) СН икаетсн в сторону
кислых эначений рН среды, что можно счит ать типичнык цля оак-
тврий , О цнак о , эта эавмсимо сть является весьма КРУТО]':'! и при
рН срезы ~ 5,:) наблюцается резкий спац L1 q.; практически ао О,
который такэ;э СООТЕе'1'СТЕует упомянутому воэрастанию паССИЕНО::
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Н+-проницаемости мембраны. ~ри увеличении Сн+ коллапс 4 ~ ,
вероятно, обусловлен возрастан~ем потребности в энергозатратах
цля поццеркания фиэиологических значений .1 р , что превышает
энергетические ВОЗМОЖНОСТИклеток Е состоянии 3. u пользу тако-
го предположения ГОВОрИТтот факт, ЧТО у культуры B.flavиm в
состоянии дыхательного контроля ПрИ РН среды около 5 снихения
L1 (j/ не наблюдается.
Покасана к+-вависимостъ отношения L:!)Uи 4 рН У В. flavu1: :
при наличии Е среце к+ клетки поцдерживают относительно высокие
значения .А рН и низкие значения .L1. rp по сравнению с клетками в
6ескалиевой среце (гце К+ замещен на ~a+). Такое наблюцение
указывает на существование у B.flavu~ электрогенного транспор-
та К+, который участвует в образовании 4 рН (как это подробно
покаэано на E.coli /54,142, 143,264д.
Сходные данные о .4 (j/ БЫШ1 получены группой Мартирссова
/5,6/ в работах со штаммом В.fla V'Jm Атес 14067. Отмытые клетки
Б буфере ТРИС попдеркивали А ~ в пределах от 110 до 160 мВ при
рН срепы от 5,0 цо 9,0, соответственно. При этом, цобавяяя в
среду К+, также наблюцали некоторое снижение L1 (j/ •
Неожиданным ЯВИЛОСЬобнаружение зависимости д рН и 4 ер
ОТ концентраций биомассы B.flavu~ и буферной емкости срецы
инку бирования , На исследования в ЭТОМ направлении нас побужцало
несоответствие межцу данными о Ll рН, полученными с помощью
распрецелительной мето ЦИКИ и данными 3Ip_fiIil? спектроскопии.
31 . 'данные P-ffi~Руказывали на существенно 60ль~ие значения d рН.
Оцнако у далось показать , что при измерении L1 ер и L1 рН с по-
мощью распрецелительных метоцик, увеличение хонцентрации биомас-
СЫ (т. е. приближение КУСЛаЕИЯМ 3Iр_ямр опыта) приводит к ЕаЗ-
раствнию измеряемых значений ..6 pn и снижению значений t1 ЧJ. При
Постоянной концентрации оиомассы , снижая буферную емкость срецы,
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цобивались такого же эg;екта. Это позволяет высказать предполо-
жение, что на величину д рН и отношение Д рН к L1r влияет
именно отношение "буферная емкость CY~~1apHOГO Енутриклеточного
пространства" / "бу.рерная емкость срецы",
Интересно рассмотреть ВОЗМОЖНЫЙБиологический смысл по-
цобной зависимости. Сторонники теории локального энергосопря-
жения ссылаются на "эgpект океана", как оцин из аргументов
против полезности целокализованного ~ t Е реальных УСЛОЕИ-
ях существования бактерий / 128, 129/. Смысл эф)екта - невоз-
можность бактерии созцать цостаточно большой целокалиэованный
~ РН Е среце с пр~тически бесконечной БУQерной емкостью (по
отношению к внутреннему содержанию 1 клетки), не повышая свое
внутриклеточное значение рН выше цопустимого. Оцнако, ясно,
что в достаточно концентрированной суспензии, гце буферная ем-
кость среды СраЕнима с суммарной буферной емкости внутрикле-
точной фазы множества клеток, поццержание АрН становится
физиологически более выго ЦНЫМцля какпой от цельной клетки.
Поэто~~ наблюцаемую зависимость А РН (и ~ ~ ) от концентрации
биомассы можно рассматривать как результат целенаправленной
регуляции в ответ на возрастание плотности популяции клеток.
Конечно, проверка этого предположения требует раскрытия систе-
мы, с помощью которой клетка В. flа"lJП1 получает информацию о
плотности популяции и соответственно регулирует величину ком-
понент своей L1 р , что ВЫХОЦИТза рамки цаиной работы.
Обсужцаемая заЕИСИМОСТЬимеет также практическую и метоци-
ческую значимость. 30-пеРЕЫХ, она застаЕляет с осторожностью от-
нестись к оценке Ll? у культуры Б. flavum с большой концент-
рацией биомассы (например, у хемостатной культуры) на ОСНОЕании
цанных,полученных у клеток, отобранных у той же культуры и разве-
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ценных цо концентрации биомассы 1+2 г/л (согласно станпартной
методике опрецеления L1 ер и Д рН /83,93,265/. ВО-ЕТОРЫХ, -
учи~~ать разницу Е концентрации биомассы, что неоБХQЦИМО при
сравнении данных 3Iр_ямр с данными прутих метоцик .
Из paCCM()Tpe~HOГO Еыше нетруцно понять, что цоля энергии,
расходуемая на по цдерхание прстсн цвижущей С~~ЛЫ не есть постоян-
ная величина , а эаЕИсИТ как от самой .L! р, так И, наверняка. от
энергеТvNесхого состояния клеток. Как уже было ОГОЕорено, не-
продуктивными энергозатратами на по пцержвние д р у непо цвив-
ных бактерий, Е т ,ч. У B.flavum, можно считать энерго затраты
на компенсацию паССИЕНОГОтрансмембр~чного потока н+ (:]н+) ...,
Величина v н+ ЗаЕ исит как от Ар, так и от коэффициента пас-
СИЕНОЙ проницаемости мембраны для н+ (Сн+) /50,II?,247/. На по-
лученные данные о 41+ У В. fla vиm И на мета пических вопросах
определения этого параметра слеаует останОВИТЬСЯ поцро6нее.
'11+ опрецеляли по кинетике изменения рН сре.цы после цо-
бавления ИЗЕестного ~оличества НС1 к суспензии клеток /158,182/.
Общий нецостаток цанной метоцики - Сн+ нельзя измерить непосрец-
ственно у мета60лически аКТИЕНЫХ клеток. Необхоцимо работать Е
анаэробных УСЛОЕИЯХ с клетками, у которых ~ р близок к О, а в
срецу инкубирования цобавлен проникакщий ПРОТИЕОИОН цЛЯ освспе-
чвния алектронейтральности потока н" (в сн" и/или к+ + ~а.ТГ:1НСМИ-
Ц1Ш). Слецоеательно, Е рамках цанной метоцики практически нет
смысла ГОЕОРИТЬ О эначениях Сн+ отцельно цлн клеток Е состоя-
нии 3 и ЦЛЯ клеток Е СОСТО~ИИ 4. Более ТОГО, Д.НН расчетов :J [f+
прихо цится попускатъ , Ч'!'О Стrl+, иэмеряеный у пеэнерт-хэованных
клеток можно отнести также к клеткам Е фиэиологических УСЛО!: j{-
ЯХ, т. 8. ЧТО Сн+ не заЕИСИТ от Ll р , Правомерность такого до-
пущения отчасти СЛ8П2'ет ИЗ ценных литературы.
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в литературе сущеСТЕует общепринятое мнение, ЧТо Сн+ ~e за-
ЕИСИ'!' от Д рН. В основном ЭТО вытекает из цанных титрования сус-
пензий митохонцрий и бактерий ингибиторами транспорта электроно~
/50,140,199,268/. Как правило , получается линейная эависимость
между скоростью шыхания (транСПОРТОМ е) и Еел~чиной 4рН, СЕИ-
цетельствующая Е пользу поеТОЯНСТЕа Сн+. С д ~ -заЕИС~МОСТЬЮ пе-
ло обстоит сложнее. В ряце работ процемонстрировена существенно
нелинейная за.еисимость J о ет L1 <р как У бактерий / I Г7/, так и у
2
митохондрий /68,195/. При ЭТОМ в 06лаСТ~1 значений L) i.f цо ....,150 мЗ
зависимость J о от Ll if окаэывается приблизительно линейной,
2
тог ца как при более высоких IJУ; -JO экспоненциально воэрастает ,2
Интерпретация этого явления Е литературе неоцноэначна, В большин-
стве публикаций постулируется заЕИСИМОСТЬ Сн+ от ~ ~ при цоста-
точно больших значений элеКТР1~еского потенциала /68,14O,I95/.
O.~aKO, Е работе 30ратти и цр. /268/ на митохонцриях прИЕОЦЯТСЯ
результаты одновременного измерения зависимости ] О от L1 q.; И за-
2
ЕИСИМОСТИ ~H+ (как начальная скорость изменения концентрации К+
Е среде после цобавления валиномицина) ОТ L1 (jJ • Делается заключе-
ние, что за резкое возрастание J о ответственно не столько наб-
2
люцаемое незначительное Еозраст~ие Сн+, сколько, скорее, сниже-
H~e эффеКТИЕНОСТИ работы самой щыхательной цепи (снижение механис-
тического Н" /0) е области высоких Ll ер •
ГОВОРЯ о нашем объекте, нужно отметить, что есе расчеты
J н+ (таел , IO. Г) про пелены при Lj ер ?AeHь~e 150 мВ. Поэтому •
~e..'Кe допуская , ЧТО при больших А ЧJ воеможно существенное
Еозраста.чие сн+' Е нашем слу-чае есть основания принять С:1+ З2-
Гlостоя1U~У!О. В наблюцаемос физиологическон циапазоне д'f/ сколько-
ни6упь сущеСТЕеннсе сн~тение ~~еКТИЕНОСТИ работы ~латэльной
:..I.епи такхе пре пставляется малОЕероят~м, Т.К. получено
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цостаточно хорошее совпадение данных о Н+/О стехиометрии с по-
мощью цвух метоцсв : ветоцом Митчелла (когца д <jJ t;:::: О) и раэра-
60T~ нами методом импульсного Еозмущения стационарного
состояния хемостатной культуры цобаЕК~~И кислоты (при физиоло-
гическом значении L1 ер) •
Значение '11+ определялось при различных значениях РН
срецы. В не~тральной области рН полученные значения близки к
данным литературы о цругих бактериях /134,158,244/. Однако,
при рН срецы ниже 5,5+5,6 сн+ возрастает и при РН ::: 5,0 на по-
ряцок преЕышает УРОЕень Е нейтральной области. Такой эффект
ранее на S .lэ.сtiэ набтоцал Мзлони /I58/, оцнвко , автор по-
казал, что Еозрастание снимается цо6аЕленным дцrк и, слецова-
тельно , обусловлено диссоциацией F1. части н"-АТФаэы с открыти-
ем протонного канала ~ • Нами такой эффект не наёлвщался , В
последнее время ПОЯЕИЛИСЬ цругие работы )ТО3,244/, гце показа-
но вовраствние 41+ в кислой области рН. В работе с Bacill иэ
acido caldari цэ также обнаружена ДЦГК-неэаЕИСИМОСТЬ цанног о
эффекта /103/.
Продемонстрированы эфJ!екты низких рН срецы на ОСНОЕные
аараметры энергетического метаболизма B.flavum (особенно Е
состоянии 3), ЧТО свидетельствует о реальности воэрасчания сн+
Е физиологических УСЛОЕИЯХ, отличных ОТ УСЛОВИЙ (анаэробность,
200 мм НС1, цосавление валиномицина и S сн" ), циктуемых методи-
кой измерения коэффициента н+-ттроницаемости (гл. ?). Опнако
нет ясности насчет физических причин наблюцаемога эффекта.
Можно сказать, что-сама физика-химическая теория н'-ПРОЕОЦИ-
мости липицного 6ислоя нахоцится на УРОЕне разработки /9,60,
65,78) (см. гл. 3.2). В первом приближении н+-ПРОЕОЦИМОСТЬ
мембраны можно разцелить на 2 компоненты: прохожцение н' Е
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состаЕе нейтральных молекул сла6ь~ кислот /63,167/ (например,
причина Еозрастания Сн+, ЕЫЗЫЕаемого протонофорными разо6щителя-
МИ) и трансмембранная прово~мость н+ по цепям ЕОЦОРОЦНЫХСВЯ-
зей, образуемых молекулами воцы /9,65,189/ ("электрогенная КОМ-
понента"). Возможно, что возрастание именно электрогенной КОМ-
поненты пассивной проницаемости Еызывает коллапс А 1р у клеток
Е состоянии 3 при РН ОКОЛО5,O~5,5. Некоторые сообра~ения можно
высказать также по ПОfОЦУ протонофорной ПРОЕОЦИМОСТИ.
Известно, что Е кислой области рН находятся значения РКа
ряца органических кислот, соцержащихся внутри клетки (ацетат,
лактат , ПИРУЕ8Т и цр.) Е миллимолярных концентрациях /215/.
Как уже отмечалось, наличие Е среце инкубирования упомянутых
слабых кислот прИЕОЦИТ 1< шунтированию LJ РН бактерий при рН
близком к соотвеТСТЕУЮЩИМзначениям РКа /63,168,130,221/. ВЕИ-
цу наблюцений, что плазматическая мембрана бактерий проницаема
ТОЛЬКО цля неЦИССОЦИИРОЕанныхмолекул кислот, а практически не
проницаема цля анионов /48/, наличие в среце ацетата не ПОЗЕО-
ляет объяснить коллапс L1 f.jI при кислых рН срецы (гл. б). Для
объяснения циссипации L1 r необхоцимо постулировать челночный
механизм, т.е. Еозможноеть аниону пересекать мембрану много
раз, как Е случае протонофорных разо6щителей /63/.
Оцнако, с цругой СТОРОНЫ,соотношение проницаемостей
"Санион/С нейтральная молекула" имеет конечную, отличную ОТ О
Ееличину /215/. Если, ~опустим, Енутриклеточная концентрация
кислоты имеет поряцок нескольких миллимолей, а соотношение
проницаемостей - поряцка 10-3710-4 /215/, то цействия такого
Енутриклеточного пула слабой КИСЛОТЫ вполне сопостаЕима С Е03-
цейеТЕием протонофора Е концентрации 10-6+10-7 М, когца ОТ-
чеТЛИЕО ПРОЯЕляютея разобщающие эффекты /r03,22,132/. Важно,
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что при ЭТОМдостаточно наличия слабых кислот именно 80 ВНУТРИ-
клеточном пространСТЕе, их ПРИСУТСТВИЯв среце не требуется и,
слеяователъно , можно объяснить о цинаксво выраженный коллапс Ll<f
как у клеток с цо6авленным ацетатом, так и у клеток в среде
без экзогенного субстрата (гл. 6).
Кроме того, необходимо учитывать, что некоторые метабо-
литы имеют специфические переносчИRИ, осуществляющие транс-
мем6р~й перенос этих вещеСТЕ Е симпорте с н+ /202,216,24I/.
В работах группы Конингса /202,241/ показано, что, Е частнос-
ТИ, ЕЫХОЦиз клеток E.coli лак тата Е симпорте с несколькими
ПрОТОНами может подцерживать высокое эначение А Р в УСЛОВИЯХ
энергетического цефицита. Оцнако известно, что стехиометри-
чеСRое отношение анион/Н+ систем симпорта меняется /45,242/,
обычно снижаясь Е щелочной области рН. Вполне возможно, что в
кислой области зто отношение иногца превыmает 1, или что часть
перенОСЧИНОЕработает с "ошибками" (англ , "slips") /208,268/,
пропуская анион метаболита 6ез ПРОТОНОЕиз Енутриклеточного
пространства Е сре ~. Все это, конечно t ПРОЯЕляетс,Я' как воз-
растание Санион и созцает УСЛОЕИЯДЛЯ ЧИСТОпротонофорного ,
"челночного" цействия внутриклеточных слабых кислот. О такой
роли слабых кислот КОСЕенно СЕицетельствуют на6люцения о бо-
лее Еыраженном возрастании скорости цыхания у культуры Brevibac-
t eri шп в состоянии 4 Е сре це с ацетатом по сравнению с куль-
турой на сахарозе Е працессе постепенного понижения рн куль-
турной срещы (гл. 7, рис. 7.2)t а также аналогичные со06ще-
ния насчет зависимости скорости цыхания црожжей Свполпа utiliэ
от Енутриклеточного соцержания ацетата /115/.
ИнтерееНОt что целая заключение о протонофорном nейет-
ВИИ слабых кислот - мета60ЛИТОЕ при кислых значениях РН сре-
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щы, мы Еместе с тем отрицаем чисто протонофорную прироцу "клас-
сических" ПРОТОНофОРОБ ПXQ И ~. Возрастание Сн+ ~ ПРИСУТСТЕИИ
протонофорных разобщителей процеМОНСТРИРОЕана Е различных сис-
темах, Б том числе у бактерий /103,I20,I49,182,244/. O~aкo
имеются также указания, что цействие разо6щителей может объяс-
ниться специфическими местами СЕЯЗЫЕ8НИЯ Е сопрягающих мембра-
нах (СМ. обзор /ТО6/). в частности, разобщители семеЛСТЕа ХКФ
ЯЕЛЯЮТСЯ также сульфгицрильными реагентами, хотя скрининг хи-
мических СЕойеТЕ соецинений ЭТОЙ группы показал, что лучше с
разобщающими эффектами коррелирует именно их протонофорноеть,
а не СРОЦСТЕО к SH -группам /57/. Неясен также механизм разо6-
щающегосдеЙСТЕИЯ aгeHTO~, не ЯБЛЯЮЩИХСЯ слабыми кислотами, нап-
ример, анестеТИRОЕ /97/.
В настоящей работе показано, что разобщающее цеЙСТЕие
(возрастание скорости цыхания , снижение др) ХКФ и ПХФ у
B.flavum наступает при концентрациях на I+2 порядка ниже тех,
при которых наблюцается Еозрастание Сн+ (гл. 9). При этом коН-
центрационная зависимость ~ О и L1Р носит ЦОЕОЛЬНО сложный
2
характер, Е особенности Е случае IlXФ, где Е зависимости ОТ КОН-
центрации наояюцается как стимулирование, так и ингиоирование
цыхания. Побочное непротофорное цействие указанных разобщите-
лей прОЯЕляется также Е области концентраций, ~нзывающих за-
метное Еозрастание Сн+: об этом СЕидетельствуют ЯЕНО заниженные
значения стехиометрического отношения н+;о, полученные из нак-
ЛОНОВ прямых 3а..ЕИСИМОСТII СКОрОСТИ п;ыханИЯ от пассивного потока
Н+, меняя d р И Сн+ цобаЕками разобщителе~. Другими словами,
эффект на скорость дыхания Е этой области концентраций протоно-
Форов также оказывается сильно заЕышенным по сраЕнению с наблю-
-r т Jцаемьrми изменениями ..J н": аким ооразом , наши цанные свицетель-
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еТЕУЮТ о непригоцности протонофорных разо6щителей Е эксперимен-
тах ~ избирательного повышения Сн+ , если при ЭТОМ не про-
водится специальный контроль на во зможные побочные эффекты
ЭТИХ соецинений на энергетику свнтерий.
Оказалось, что значение Сн+ возрастает также, если Е
среце инкубирования клеток ПрИСУТСТЕУЮТ ионы ~a+ (гл. 8).
Это наблюдение ПОЗВОЛИЛО прецnоложить, ЧТо механизмом созцаЕа-
НИЯ и поцдержания трансмембранного грациента концентрации }{а+
у B.flavuт (как и у ряда црутих бактерий /144,244/) является
H+JHa+ антипорт , В СЕОЮ очерець, снижение L!. рЫа+ после до-
бавления к клеточной суспензии валиномицина укаЗЫЕает на элект-
рогенную прироцу прецполагаемого антипортера. Об электрогеннос-
ти СЕицетеЛЬСТЕует также стехиометрия H+J}ia+ антипорта, кото-
рую можно опрецелить по соотношению сил - 4 Р и L1f",q"/F , до-
пуская, что антипортер находится Е стационарном состоянии, близ-
КОМ к равновесию /45 ,216). "Расстояние" стационарного состояния
ОТ состояния раЕНОЕесия опрецелено сиоростью циссипации энергии
/24, 217/, которая в цанном случае пропорциональна СКОрОСТИпро-
НИRНОЕения }Ia+ в клетку без сопряженного транспорта н+ ИЗ
клетки (т.е. Ееличина паССИЕНОГО потока ~a+). Это обстоятель-
СТВО цает Еозможноеть оценить Ееличину коэффициента паССИЕНОЙ
+проницаемости Па - СНа+ , ПОЛЬЗУЯСЬ формулой (8.4) цЛЯ СООТ-
~оmения СИЛ Е стационарном СосТОЯНии.
Поскольку нет оеНОЕаний считать, ЧТо ИМ8ющиеся методики
цают ЕОЗМОЖНОСТЬ ЦОСТОЕерно опрецелить малые отклонения отно-
шения Cдj"'tf /F) / д р от 2, нам пре цставлялось приеМЛ8МЫМ
оценить ЛИШЬ верхною допустимую границу значения СНа + , Е ЗЯЕ
цля расчетов минимальное ЕОЗМОЖНое отношение (d,jtJ('//F)) Li Р
согласно результатам иссле цований эаеисимостей этих грациен-
117.
ТОЕ от ряда УСЛОЕИЙ(гл. 6 и 8). Расчет показал, что макси-
мальное значение СНа + примерно на поряцок меньше L Na + ,
а также несколько ниже значений Сн+ при том же интерЕале
рН срецы (6,0+6,5).
ЦеннУЮ цополнительную информацию цает сравнение цЕух
I
Ееличин ~ ~a+ : полученную прямым путем (гл. 10) и расчи-
танную по той же схеме как и fi Н" , принимая цля расчетов
максимальную Ееличину C~a+ • Эти Ееличины оказались близки-
ми. Слецовательно, истинное значение Cria+ цостаточно близко
к максимальному.
Отсюца Еозникает интересный
ти значения C~a+ к значению Сн+
куССТБенных систем показано, что ClIa+ цля липицного би-
слоя на несколько ПОРЯЦКОЕниже, чем Сн+ /9, БО/. Это же
вытекает из теоретических рассмотрений /78/ (СМ. гл. 3.1).
вопрос опричинах 6лизос-
у В. flavиm • В ряде ис-
Можно лишь Еысказать общее соображение, что кроме прохож-
дения Na + через липицный 6ислой, Е сложной мембране
бактерий может существовать и цругие пути пассивной цисси-
пации ~.f)./~/". в частности, не исключено прохожцение Ыа +
через
н+.
антипортер или другую систему без Еыхоца Е срецу
Необходимо отметить, что цругих оценок C~a+ бакте-
риальной мембрillffil нам Е литературе найти не упалось. Пока
не хватает литературных цанных И аля того, чтобы четко
СЕязать Ееличину поццеРЖИЕаемого д p~a+ с типом энергети-
ческого метаболизма конкретного микроорганизма. Можно отме-
тить результаты группы Го тшалк а , полученные с помощью
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22~a , по внутриклеточной концентрации ы++ в бактериях
С анаэробным метаболизмом: Е анаэробной Methanosarcina
barkeri /185/ и лишенного ЦИТОХРОМОЕмутанта Bacteroidas
/260/. в пеРЕОМ микроорганизме сообщаемая [Ыа"\нутр.
близка к нашим цанным по Б.flаvum ,а ЕО ЕТОрОМоказывается
цаже на поряцок ниже. С цругой стороны, у Е. coli по
цанным ЯМР , эта величина Е анаэробных УСЛОВИЯХзначительно
выше, чем у Во flavum /73/. Несомненно , что для целенаправ-
ленной ми:нимизации паССИЕНОГОпотока Ыа+ ЕО время КУЛЬТИЕИ-
роевния, требуется дальнейшее изучение как
~ p~a+ у процуцеНТОБ в зависимости от их
Сыа+, так и
фиэиологическо-
ГО состояния и УСЛОЕИЙкультивирования.
Нак отмечалось Е ГЛ. 4 и 9, "энергетическим ЭКЕивален-
ТОМ" трансмембранных пассивных ПОТОКОЕИОНОЕ служит отношение
о/н+ Е цыхательной цепи.
Экспериментально получены значения н+/о стехиометрии
цыхательной цепи B.flavurn, пользуясь ДВУМЯ метоцами: мето-
Н+цом регистрации количества транспортируемых из клеток Е
срецу после добавления малого количеСТЕа 02 JII8, 224/ и
разработаннь~ нffi~и подхоцом возмущения стационарного состоя-
ния хемсстатной культуры Е состоянии 4 добавлением кислоты.
Оба метоца цавали приблиэительно о~инаковые результаты,
несмотря на то ,ЧТО Е их основе лежат разные цопуще-
НИЯ.
3 рамках разработанного нами метоца цопускаетс?, ЧТО наб-
людаемое воэрастание дыхания после цосавления кислоты есть про-
ЯЕление эффекта ~хательного контроля. Данное прецположение
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ПОЦТЕержцается тем, что ~o поц Еоз~еЙСТЕием кислоты Еоэрас-
2
тает ТОЛЬКО Е таких УСЛОВИЯХ, когца хемостатная культура на-
хоцится Е СОСТОЯНИИ 4 и, Е частности, Е УСЛОЕИЯХизбытка
С-субстрата Е среце КУЛЬТИЕироеания )41/ . Но если так, то
во зраствние J о происхоцит вследствие временного снижения2 .
Ар поц ЕозцеЙСТЕием кислоты. Возросшее щыхание Е СВОЮ
+очерець нарушает баланс трансмембранных потокое Н И,
соответственно, мы ЦОЛЖНЫнаблюцать подкисление срецы, про-
порциональное отношению Н+)О. После цобаЕления кислоты мо-
ментальиому снижению рН ере цы следует мецленное по цшелачи-
Еание , очевидно , вслецствие циффузии добавленных н+ Е
клетку. Во время возрастания скорости дыхания практически
можно ожицать не по цкисления срепы , анекоторого замецле-
ния скорости пошаелачиввния или "цеформвцию" кинетической
кривой, Эта "деформация" пропорциональна как величине при-
растания скорости цыхания (J'Jo) , так и н"/0 стехиометрии
(~). Слецоеательно, цаже не зная конкретного механизма воз-
действия кислоты на величину А Р, мы по анализу кинетики по ц-
щелаЧИЕ8НИЯ ("вычленив" ИЗ кинетической ~РИЕОЙкомпоненту
Jo -зависимого подкисления среды) имеем ЕОЗМОЖНОСТЬсуцить О2 .
значении н')0.
Рассматривая возможные механизмы ЕозцеЙСТЕИЯ кислоты на
др, нетру дно поназать , что постулируемое снижение 4 р не
есть прямое слеЦСТЕие простой циффузии Енесенных кислотой н+
Е клетку. До6аЕЛЯЯ кислоту, мы тем самым увеличиваем транс-
мембранный .4 рН, т. е. Ll р фактически возрастает. Но так как
электрическая емкость биомем6ран чреЗЕыца'1но низка /I?9/,
то электрически нескомпенеИрОЕанная циффузия ПрОТОНОВ Е клет-
ку З8. микросекунцы (УЧИТЫЕая реальное значение Сн+) создает
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равный приросту А рН, но по знаку прОТИВОПОЛОЖНЫЙциффУЗИОН-
ный электрический потенциал. Тем самым, д р фактически не
изменяется, и, слеЦОЕательно, нельзя а.жицать каких-либо изме-
нений ~o . После цобаЕления к~слоты происхоцит лишь некото-
2
рое "перераспрецеление" компонент ..1р.
Оцнако, макроскопически наблюцаемый поток НТ из срецы
Е клетку электронейтрален и, поэтому, заЕИСИТ от LlрН,
а не от ~p. На рис. 11.1 прецстаЕлена гипотетическая
схема ЕОЗМОЖНЫХзлектронейтральных ПОТОКОЕ н+ Е клетку В.
fla\~ • Вся проблема состоит Е том, ЧТО эти потоки сами по
себе не вызывают достаточно резкого снижения др,
бы СООТЕеТСТЕОЕал на6люцаемому возрастанию JО •
2




нителъного Ll рн, посредством которой невозможно объя~ить
тается
повышение .] о сразу после добавления кислоты. Ос-
2
прецположить, что после импульса кислоты имеет мес-
резкое
то более глубокая цеполяризация мембраны! по абсолютному
значению преЕОСХОЦЯЩая ИНДУЦИРОЕаннуюдополнительную Еели-
чину dрН, и, сле цоаателъно , лишь косвенно связанная с циф-
фузией н+.
как оцин ИЗ Еариантов можно прецположить цикл "электро-
нейтральны~ Н+/К+ антипорт - АТФ-зависимый электрогенный
транспорт к+ 8 клетку" (рис. 11.1). Согласно такому механизму,
глубокую цеполяризацию мембраны ВЫЗЫЕает "ретранспорт" об-
ратно Е клетку К+-, ВЫХОДкоторого из клетки оБУСЛОЕлен
электронейтральным потоком н+ через Н+/h~ антипортер. Оцнако
Еерификация того! ЧТО именно цанный механизм ЯЕляется причи-
ной Еозрастания ~o ,требует специальных ~ссле~овани~ v. не
2
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Имея численное значение L мы можем непосре цственно
оценить полю энергии на ПО ццерхание L1 р • Это выражается
I<al(
} I + ;:: паССИЕНЫЙ ПОТОК н+ = Сн+-д,Ь ::




По данным г лав 7 и 9 легко расчитатъ , ЧТО это отношение
при нейтральных значениях РН ере цы раЕНО или меньше 10 %, Е
ОСНОЕНОМЕ СООТЕетеТЕИИ с результатами, приве ценными Е гл. 10.
Кроме того, нетруп,но связатъ величины N и L со значением
ПРОТОНЦЕижущей силы, В стационарном состоянии выполняется ус-
ЛОЕие:
L • IJ.Р ::о 2 .J02 • N ( 1I.2 )
гце J02 - стационарная скорость потребления кислорода, Joz
и LIР можно мерить незаЕИСИМО от постоянных L , Вх и N
и Е итоге цополнительно ограничить цопустю~й интерЕал значе-
ний N (также Вх и L ). с цругой стороны, проце цура измере-
ния .:1 РН и 4 q.; неу цобна цля регистрации ПРОТОНЦЕижущей
силы у клеток непосредственно Е ферментаторе: фактически и Е
этом случае (как и при опре целении н+/0) мы сталкиваемся С
про6лемой отнесения цанных, полученных на суспензии клеток
Ене ферментатора к популяции клеток Е QepMeHTaTope без 1:03-
можностей целать коррекцию на соответствующие различия Е :)И-
эиологическом состоянии. Поэтому, ЕОЗМОж.но, что выракение
(11.2) более целесообразно применять цля реоения обратной
за цачи - оценки значения .6 р у клеток непосрецственно Е
ферrАентаторе.
Полученное метоцом ИМnУЛЬСОЕ кислоты значение ЛI оцо-
ло 4 поптверкаает ся как ценными метода Митчелла , так и КОС-
венной оценкой по отношению Р: О /227 /. Опре леляя н'/0 клас-
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сическим метоцом УЧИТЫЕалась компонента сы- -резистентного ды-
хания, которая практически не участвует Е генерировании L1 р
/40,47/ и У B.flavum при низких концентрациях 02 Е среце
состаЕляет цо 50 % от Есего потребления кислороца /37/. Учет
этой компоненты необхоцим для сраЕ~ения цанных классическО-
го метода с данными мето цик , Е которых ЕЫЧИТЫ2ание с:ы--
резистентного дыхания происхоцит автоматически (например,
как Б лрецлагаемом нами MeTo~e, гце d~ есть еозраетание
"CN-ЧУЕСТЕительной" , L1Р -оораэувщей составяяющей пнха-
ния) •
v,."aKC.
Отношение Р:О у В. flavum , рассчитанное по !х/АТФ и
У~:~6ЛИЗКО к 2 /227/. Учитывая , что стехиометрия Н+/АТФ у
солывинсгва изученных бактерий равна 2 /IOO, ты/ t мы таким
путем прихоцим к 4 как наиболее еероятному значению н+/о сте-
хиометрии щыхательной цепи B.flavum. В литературе имеется
достаточно цанных о н"/0 Е различных бактериях /105,112,141 t
150/ (гл. 4) и значение н+/о = 4 Естречаетея наиболее часто.
Ка1С уже отмечалось t значение коэффициенте н'/0 = 4 использо-
ЕМОСЬ Е расчетах энергии на по дцержание Ll р .
в гл. 10 прецставлены результаты расчетов знергии на
поццержание ~ р и LJ.j1"'a"" У B.flavurn, а также оценка
Еелич~ энергии на поццержание АТ~-заеисимой компоненты
Д р у Z.mobilis • Основные метоцические поцхоцы и
СООТЕетстеующие цопущения 0606ще~I Е табл. 11.1. ВИЩНО,
что интерпретация понятия "энергоэатратыI на поццержание ион-
ного грациента" И, еООТЕетеТЕенно, способ расчета это~ Ее-
личины заЕИсит от участия рассмаТрИЕаемого гра~иента е
энергосопр~~ении. Если цанный ион учаСТЕует Е процессах аиТИЕ-
ного транспорта и/или синТезе АТФt то цдя оценки неПРОЦУКТИЕ-
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ных энергозатрат на поц~ержание грациента Heo6XO~MO ЕЫЯСНИТЬ
величину паССИЕНОГО потока, а также, Е некоторых случаях,
учесть пото!{ иона через "мотор" ~ГУТИКОЕ. Если ~e эиеРГIfЯ
градиента расхо цуется только путем непро !!уН:ТИЕНОЙциссипации ,
то задача упрощается: непроцуктивные затраты Е таком случае
можно приравнять к общему расхоцу энергии на генерирование
цанного грациента. Методически это означает, что можно отклю-
чить системы, генерирующие гра циент , и фИКСИрОЕать изменения
Е экономических коэфu)ициентах, в скорости цыхания и т.ц.
Для уяснения величины энергии на поцдержание 4р у
B.flavuт , очеЕИЦНО, применим лишь первый по цхоц, Опнак о ,
rv-
Е случае оценки энергии на поцце~ание A~Ha+ оправцаны 06е
стратегии, ПОСКОЛЬКУNa+ не ЯЕляется центраЛЬ~JМ энергосопря-
гающим ионом у этих бактерий. Как ~e отмечалось, сраЕнение
I
значений ~Na+ t полученных обоими путями, показывает,
что Е прецелах ошибки обе эти Ее~АЧИНЫ совпадают. Тем самым
Е какой-то мере ПОЦТЕержцается праЕильнаеть обоих неэаеиси-
I
мых ПО ЦХОЦОЕ К опре целению fi 1V0..t •
ддя Z.mobilis показано, что транспорт глюкозы Е клет-
ки происхоЦИТ как облегченная ЦИ~iУЗИЯ и не нужцается Е энер-
гии / 84 /. Оцнако , транспорт некоторых аминокислот, ЕОзмоjК-
но зав исит от др / 84 /. Если послепнее верно , то
оценка энергии на по пверхан ие др по снижению j I пос-
ле ингибироввния H+-АТФазы не Епо.лне корректна. О цнак о нами
ранее покаэвно / 21 /, что Z-гпо bil iз способны расти Е от-
СУТСТЕ ИИ L:JР (после цобаЕления XК~). Это укаЗЫЕает на то,
что энергизация транспортных систем не ЯЕляется сущеСТЕенной
цля роста Z.~obili9 , или по крайне~ мере, что транспорт
аминокислот Е клет~у требует цостаточно М~1УЮ ~олю мета60ЛИ-
126.
~еской энергии. Поэтому
IjH+ у Z.:nobilis можно
опрецелять с применением ВТОрОГО из вышеупомянутых ПОЦХОЦОЕ.
Биологический смысл по цдеркания L\ р}{ у z. то Ьiliэ
остается цо конца не выясненным, Оцна ИЗ гипотез утверз дает ,
ЧТО а~ТИЕНОСТЬн"-АТI~аэы (генератора LI РН) служит "клапа-
ном" цля сброса лишнего АТФ и, таким образом, при:еоп,ит ь:
сбалансированию анаболизма с катвболизмом ) 151 /. с такой
точки зрения леГАО понять ЕЫСОКИЙ процент энергии, затрачи-
васмой на по цдержание д рН. Оцнако , усиленный роет биомас -
сы Z.mobil is после ингибирования н" -АТФазы с дцгк уха-
зывает на то, ЧТО "сбрасываемый" АТФ не является лишним ЦЛЯ
анаболизма. Этот факт СЕицетеЛЬСТЕует, что энергия, затрачи-
ваемая непро ЦУКТИЕНО на поццержание LJ РН ( ..dР ) Е принци-
пе может быть использована ПРОДУКТИЕНО.
Возможно, что ОСНОЕНОЙ биологический смысл по пцержания
Ll рН у Z • mо Ь il i s кроется Е энергизации системы пере ЦЕИ-
жения. Количественная оценка этого вица неПРОЦУКТИЕНЫХ энер-
гоэатрат (как части общих неПРОЦУКТ~ЕН~{ затрат на поцдержа-
ние 4;D ) требует дальнейших исслеЦОЕани~.
Полученные наNlИ цанные прецстаЕЛЯЮТ интерес, Е перЕуЮ
очерець, Е контексте общего УРОЕНЯ неПРОЦУКТИЕНЫХ затрат
энергии. Поэ-тсну следует вкратце останОВИТЬСЯ на этой интег-
ральной характеристике энергетики В. fla \'1.:Jl1 и Z.пю bil iэ
Величина неПрОЦУКТИЕНЫХ энергозатрат f J ЦЛЯ ZY:7lo:none.s 110 bil is
y~e ПРИЕецена Е гл. 10 и состаЕпяет примерно 80 ~ от Есего
энергопотребления клеток. Ви цно , что энергозатраты на по а-
цержание дцгк-~~ЕСТЕительnой компоненты препстае ляют,
собой оолыаую часть от этой величины , Конечно, необходимо
~'ЧИТЫЕать, ЧТО Zуrnото:ш.s пто bil i з еыращчвались нз богатой сре-
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це. Возможно, что на минималЬНой среце клетки не могут расходо-
вать столько энергии на поддержание ~p, т.е. наши цанные не-
обхоцимо отнести к конкретному физиологическому состоянию. Дан-
ные о непроцукти:еных энергозатратах у Boflav~ и их заЕИСИМОСТИ
ОТ скорости протока Е хемостатном КУЛЬТИЕИРОВании при нейт-
ральных значениях рН cpe~ MO~O найти Е работе /53/. При 1) ~
1 I "t эгс».
0,15 час - величина f ~1 - ;1с:.Qon'.состаЕляет примерно 20 %.
х/о
Слецовательно, B.flavum Е нейтральном диапазоне рН на попдержа-
ние L1р эатрачивает около 25 % непро цуктивно расхо цуемой
энергии. Оцнако, при кислых РН срецы цоля энергии на поцдержа-
ние 4 р У B.flavum существенно возрастает и станОЕИТСЯ доми-
нирующей компонентой всех неПРОЦУКТИЕНЫХэнергозатрат. У кле-
ток Е СОСТОЯНИИ 3, ПО-ВИЦИМОМУ, даже происхоцит некоторое пе-
рераспрецеление энергозатрат в пользу энергии на подцержание
L\. р на фоне постоянной или цаже сниженной скорости общего
ПРОИЗЕоцст:еа энергии Е кислой области рН. Возрастание энерг~и
на поццержание ~ рЕнеблагоприятных УСЛОВИЯХГОВОрИТ О физио-
логической Еажности поццержания достаточно ЕЫСОКИХзначений
д р, что и слецует ИЗ прецполагаемой роли протонцвижущей си-
лы Е энергетике У аэробных бактерий )66,157,216/.
В заключение отметим, что учет и минимизация расхоца
t""J
энергии на по цперхание 4 Р И L1f'tlQ-r несомненно может служить
ПОЕьrnению ЭКОНОМИЧНОСТИ биотехнологических процеССОЕ. Исслецо-
Еания ЗаЕИСИМОСТИ ионных гращиеНТОЕ и ионно~ проницаемости
мембран у различных продуцентов от УСЛОЕИ~ культивироеания с
ввявлением при этом общих эанономерноотвй ПОЗЕОЛЯТ пеленаправ-
ленн о минимиэирсват ь величину неПрО~КТИЕНЫХ энергозатрат.
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выводы
Г, Исслецована величина протонцвижущей силы у Brevibac-
teri urn flavum.
Псказано , ЧТО величина д cf у E.flavum существенно ЗаЕИ-
СИТ ОТ физиологического состояния клеток. У клеток Е СОСТОЯНИИ
3 (без цыхаельногоo контроля) L1 r меняется от О мв при рН срецы
5,0+5,5 до 180-i-200 мВ при рН срецы > 8. Клетки в СОСТОЯНИИ 4
(состояние щыхательного контроля) ~ интервале рН срецы от 5,2
цо 7,2 поцдерживают постоянное значение L1 ер около 110+120 мВ.
Клетки B.flavum не попдерживают строгого гомеостаза ВНУТ-
риклеточного рН: величина их трансмембранного грациента РН ЕО
Есем упомянутом Еыше интервале рН cpe_~I не превышает 1т1,2 ец.
2. Установлено, что увеличение концентрации биомассы или
снижение буферной емкости срецы инкубирования у В. flavum при-
вопит К возрастанию .Ll рН и снижению L1 ер • Пре цполагается , что
кле-тки В. fla vum способны регулировать величину Ll РН Е заЕИСИ-
мости ОТ отношения буферной емкости cpeц~ы к 06щей буферной ем-
кости внутриклеточной фазы.
3. Исслецована ПрОТОНДБИЖУЩая сила у Zуmоmоna.э mobilis.
Поназано , что Е интервале рН срецы от 3,5 до 5,6 клетки Z.mo-
Ьiliэ по ццерживвпт L1 рН от 2,2 до 0,8 еп,иниц, но не образуют
L1 у.; обычной ПОЛЯрНОСТИ.
4. У Brevibacterium flav~ при рН срецы = 6,0+6,5 обна-
ружен трансмембранный градиент ИОНОЕ Ыа + - .L1 рЫа + около 1,2;.-
1,4 ециниц Е интервале концентраций Ыа+срецы от 30 цо 80 мlA.
5. Получены цанные , указывавшие на наличие электрогенного
н+/ Ыа + антипортера Е плазматической мембране В. fla vu:n :
- пока зан транспорт Na+ Е клетку ПОС,1е электрической це-
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поляризации мембраны;
- ·процеМОИСТрИрОЕано УЕеличение коэффициента н+-проницае-
мости мембраны Е ПрИСУТСТЕИИ ИОИОЕ tIa+ Е среце.
Отношение .1 p)(f'f./Q.+/F) близко к 1:2, что ГОЕОрИТ о ЕОЗ-
можной стехиометрии антипортера как 2 н+ : 1 IIa+.
Рассчитан коэффициент проницаемости }Ia+ через предпола-
гаемый антиnортер - L Ыа+' который оказался Е пределах 0,28-
I,OO .fмоль Ма+)г.сек дрЫа+ • Оценен верхний прецел Еели-
чины пассИЕНОЙ ~а~-проницаемости мембраны:
(ч моль Ыа+
СNa + < 0,07 ::r + •г. сек , Ll рМа
+б. Изучена эаЕИСИМОСТЬ коэффициента пассивной Н -прони-
цаемости ССн+) плазматической мембраны R.flavum от рН среды
в нейтральной и кислой области рН. При нейтральных рН Сн+ на-
хоцится Е пределах -- 0,1+0,5 /: моль H+jr.ceK. L1 рН , тогца
как при рН ниже 5, бt5 ,5 проницаемо сТЬ мембраны для н' реэк о
в оэраствет , достигая значений Си+ > 2,0.
7. Разработан мето ц определения стехиометрии Н+)О цьгха-
тельной цепи бактерий по характерным кинетикам изменения рН
ерецы и скорости пыхания после импульсного цобавления кислоты
непосреЦСТЕенно в хемостатной культуре Е УСЛОЕИЯХ дыхательного
контроля. ~я B.flavum этим метоцом получены значения Ч+/О
около 4.
8. Оценены непро цук тивные затраты энергии на по ццержвние
протон цвижущвй силы и трансмембранного электрохимического гра-
циента lIa+ у Br~vibac~eriиm fl~vum и ПРОТОНЦЕижущей СИЛЫ у
Zymo~onas mobilis.
а) непроцуктивные затраты энергии на по пдеркание ~ р
у о. flз.vurг. , выраженные Е процентах от общего потребления кис-
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лороца, состаЕЛР.ЮТ от 2,5 % Е нейтральной области рН cpe~ до
I
50 % при рН срецы около 5,От5,5. УЕеличение ~H~ Е кислой об-
ласти РН Е первую очередь опрецеляется Еозрастанием Сн+;
б) энергозатраты поццержания ~~N; у B.fl~v~~ составля-
ют около 5TIO % от общего потребления кислороца;
в) у Z.mobilis Е УСЛОЕИЯХ роста на богатой среце на поц-
держание АТФ-заЕИСИМОЙ компоненты прОТОНЦЕижущей силы затрачи-
вается более 50 % АТФ.
IЗI.
СП11СОК ЛИТЕРАТУFН
1. Anсите A.t.j}., Мекиня Г.Р., Осе в.п. Процуценты L -лизина из
po~a Brevibacterium • - Рига: 3ин~тне, I9?8. - 169 с.
2. Бабурин Л.А., Шеинка ю.э. Ответная реакция хемостатной КУЛЬ-
туры МИКрООрГЯНИЗМОЕ Е маоьгс во змущениях /) Ми~ро6НЪJ!1 синтеэ
ферментов и получение их ттрепаративннх ферм. - Риг-а: Зинасне ,
1983. - С. 79-89.
3. Басурин Л.А., U!Eинка ю.э., Калнениекс У.З., Иванов В.Н. Мет()ц
оценки Э9~)еКТИЕЧОСТI1 использования источника углеро ца при
росте те твро трсфны х бактерий J / Михро6иол. журн . - 1987. -
Т. 49. - 1{8 б. - с. 90-93.
4. Бек ер М.Е., Клинцаре А.А., Швинка Ю.Э., ПанКОЕа Л.М. Штаr-.fМ
бактерий zYmomonas то bil~s 113 - пропуцент этанола ))
АЕТ. СЕИЦ. ]{а III0800 - Бюл.изобр. 1984. - :;. 32. - с. 77.
5. Варцанян С.М., Гончетулин А.Е., Петросян М.К., МаРТИРОСОЕ с. и.
МеХ8.низм быстрой гиперполяриаации у Brevi';:)act,~riиm flavum
// Б~о9изика. - 1986. - Т. 31. - с. 993-996.
6. Варпанян А.Г., Мартиросое С.М. Ионный оёнен и гиперполяриза-
ЦИЯ мембраны BreYibacteriurn flavum при аппликации
метаоояи зируемах сахаров // Биофиэика , - 1986. - Т. 31. -
С. 833-837.
7. Великая Е.И., Сухо цол :З.~.ТОll.ашеЕИЧ О.К. Обшие мето лы контроля
ёро аияьных ПрОИЭЕОДСТЕ. - М.: Пишевая промышленност ь , 1964.-
273 с.
В. Влааиииров ;О.А., Д()6tецо~ г.Е. l~луо~есцен тные 30i-{ %1 Е' :1ссле-
цоеании оисяо гичес них мембран. - М.: Нзукч , 1980. - 320 с.
9. Генкии М.В., Дсцвнко О.Е., Давыцов Р.М., КрЬ!ЛОЕ 0.3. ЗЛИЯЮ1е
оаэличных ';а.к':!:'ОРОЕ на кинетику исчеэноеения трансмеморанног о
гра лиент а p:-f Е липосэма х // Молекулярная оиология , - 1986. -
132.
Т. 20. - с. 751-760.
10. ГОЛОЕлеЕ Е.Д. Биология сапрофитных микобактерий , Ааторео.
Щ1С. ц-ра биол. наук. - Пущино, 1983. - 37 с.
11. Гринюс л.л. Транспорт макромолекул у бактерий. - М. :Наука,
1986. - 240 с.
12. Гринюс Л.Л., Даугелавичюс Р.Ю., АлькицаЕ~Ч~С Г.А. Исследо-
Еание мембранного потенциала клеток Bacillus Eubtilis
И Escherichia col! метоцом проникающ~х ИОНОЕ// Био-
химия. - 1980. - Т. 45. - ~ 9. - с. 1609-1618.
13. ГуреЕИЧ ю.л. УСТОЧЧИ~ОСТЬИ регуляция раЗ~lliожен~я Е микроб-
ных популяциях. - НОЕосибирск: Наука, 1984. - 161 с.
14. Ероmин В.К. ОСНОЕЫматериально-энергетического баланса рос-
та микроорганИЗМОЕ // ЛИМИТИрОЕание и ингиБИрОЕание микро-
биологических процеССОЕ. - Пущино, 1980. - с. 34-55.
15. Иванов В.Н. Затраты энергии на потребление минеральных КОМ-
понентов срецы клетками микроорганизмов // Микробиол. журн.-
1986. - Т. 48. - ~ 4. - с. 3-8.
16. Иеанов В.Н. Энергет~ка роста микроорганИЗМОЕ. - КиеЕ Нау-
кона Думка, 1981. - 140 с.
17. Иванов В.Н., Стабникова Е.В. Стехиометрия и энергетика МИК-
робиологических процеССОЕ. - ИнеЕ : НаУКОЕа Думка, 1987. -
152 с.
18. ~ерусалимский н.д. ОСНОЕЫОизиологии микроБОЕ. - М.: ИЗД-ЕО
АН ссср, 196J. - 315 с.
19. Калнениекс У.3., Бабурин Л.А. Протон цвиху-чая сала У
Bre i Ьа с т е гзлдп flavum / / 5-я респуолиханская конференция
молодых УЧЭНЫХ-;{ИМИКОЕэсер. - Таллин, 1983. - с. 56.
20. КалненУ.екс У.3., БанКОЕСКИЙ В.К., ШЕИНК~ Ю.Э., Бг.6уги~ Л.А.
Опре пеление внутриклеточног-о рН бактерий по изменения« рН
133.
срецы Е хоце обработки клеток тритоном Х-100 // Микробный
синтез фермеНТОЕ и получение их преПRраТИЕННХ 90рМ. - Рига:
Зинатне, 1983. - с. 90-97.
21. Калнениекс У. 3., ПанКОЕа Л.М., Швинка 10.э. Энергетические
затраты на поцперхание трансмембранного грациента р.Ч у
Zymomonas mobilis /! Микро~иология. - 1987. - Т.56. -
с. 770-773.
22. Калнениекс У .3., Тоиа М.К., Цвинка 10.3. Влияние пентахлор-
фенола на ПРОТОНЦЕИЖУЩУЮсилу, потребление кислсро ца и
н+-проницаемость мембран у Brevibacterium flavum
// ИЗЕ8СТИЯАН ЛаТЕССР. - 1985. - ~ 11. - с. 72-76.
23. КЕаеНИКОЕ н.и, Ногина Т.М., Нестеренко О.А., Панченко Л.П.,
РОЗЫНОЕБ.В., Коронелли Т .В. О систематическом положении
продуцента лиэина Brevi bact erium flaV1..1l1l
// Микробиология - 1984. - Т. 53. - С. 93-97.
24. Кеплен С.Р., 3ссиг э. Биоэнергетика и линейная термоцинами-
ка неооратимых процессов , - М.: Мир, 1986. - 384 с.
25. МинкеЕИЧ И.Г., Ерошин В.К. Закономерности Енутриклеточного
материально-энергетического баланса роста микроорганИЗМОЕ //
Успехи СОЕрем. биологии. - 1976. - Т. 82. - Вып. 1. -
с. 103-116.
26. Минкввич и.г. ФИ3ИКО-Х:~lмические ОСНОЕЫ материально-энерге-
тического баланса клеточного метаболизма // ЛИМИТИрОЕание
и ингиБИрОЕание микроб~ологических процеССОЕ. - Пу~ино,
1980. - с. 55-101.
27. НиколаеЕ И.А. Измерение количееТЕа теплоты, Еыцеляемой
микрооргаииэмами Е процессе КУЛЬТИЕИРОЕания Е лабораторном
ферментере // ~ерментационная аппаратурА.. - Рига: 3инатне,
1980. - с. 81-89.
134.
28. Перт C.W. ОСНОЕЫ К~/ЛЬТИЕИрОЕания микрооргвниэвов и кле-
ТОК. - М.: Мир, 1978. - 331 с.
29. ПеТРОЕ В.Б., ОКОРОКОЕ Л.А. УЕеличение неспецифическоР про-
ТОННОЙ пронипаемости плазмвлемм как воэмохная причина 'ГОК-
сического Еозце~СТЕИЯ этанола на арожжеЕУЮ клетку // Доил.
АН ссср - 1986. - Т. 289. - с. 1006-1009.
30. ПУЧКОЕ Е.О., КосареЕ Н.В., ПеТУХОЕа Н.М. Об участии ИОНОЕ
к+ Е ан~эробном гликолизе у бактерии Escherichia coli
JJ Биохимия - 1982. - Т.47. - с. 1522-1525.
31. РаБОТНОЕа ~.Л., Позмогоеа И.Н., Баснакьян И.А. Хемостатное
и периоцическое КУЛЬТИЕИРОЕание при изучении (I:изиологии
микроорганИ3МОЕ // Итоги науки и техники. Микробиология. -
М.: Наука, 1981. - Т. 11. - с. 4-54.
32. РаБОТНОЕа И.Л., ПО3МОГОЕа И.Н.' Хемостатное КУЛЬТИЕИРОЕа-
ние и ингибирование роста микроорганиэмов , - М.: Наука,
1979. - 208 с.
33. Руклит м.п. Кинетические характеристики транспорта гл~козы
у Brevi bact eri um flavum / / Микр()бv.ология - 1987. -
Т. 56. - с. 21-26.
34. Руклив м.п., Дунце м.э., Леране В.А., Калниня Р.В. Особен-
ности ?УНКЦИОНИРОЕаниЯ' цикла трш<ар60НОЕЫХ кислот у Вге-
vibacteriиm flavum и .l1icrococcus glutа.шiсus //
Микро6иолог~я - 1987. - Т. 56. - с. 759-763.
35. Скулачет В.П. Трансформация энергии Е биочембранах , - ~Vl.:
Наука, 1972. - 204 с.
36. Талы60Е Ы.Т., Хара~ьЯ? E.~., Капрельянц А.С., ОСТРОЕСКИ~ Д.Н.
Генерация мембранного потенциала и синтеэ АТФ мембранными
препарач-ани с нарушенным барьером проницчемос ти И3 бактерий
s taph,ylo со ссиз aureus (к проблема "локального сопряжения")
135.
// Биол.мембр. - 1986. - Т. 3. - ~ 6. - с. 575-591.
37. Тома М.К., lliEинка ю.э., Руклишм.п., Саксе А.К., Бабурин
Л.А. Цианицрезистентное потребление кислоро па у лнэинсинтвэи-
рующих бактерий Brevibacterium flavum 22 лд / /
Приклацная биохимия и микробиология - 1984. - Т. 20. -
с. 95-100.
38. Трчунян А.А., Дургарьян С.С., Огвн цканян Е.С., Тер-Никогосян
В.А., Варцанян А.Г., Оганесян М.и., Петросян Л.С., Ванян
П.А., Карагулян Э.А., МаРТИРОСОЕС.М. Исслецование способнос-
ти анаэробно выращенных бактерий обменивать 2н+ клетки на к+
срецы и поцце~~Еать высокое распре целение к+ Me~цy клеткой
и срецой // Биол. науки - 1986. - ~ 12. - С. 82-88.
39. illЕИНRаю.э. Физиологические аспекты регуляции Еыхода ПРОПУК-
ТОЕ бактериального синтеза. - Докт. цисс. - Рига, 1986.
40. illЕинка ю.э. Физиологические и биотехнологические аспект~ы ре-
гуляции Еыхоца продуктов, синтезируемых микроорганизмами //
Известия АНЛатвССР. - 1984. - м 10. - с. 56-71.
41. illЕинка Ю.Э., Бабурин Л.А., Виестур у.э. Чувствительность про-
цесса поглощения кислороца у Brevibacterium flavum
Х изменениям рН среды и цействию разо6щителя ок~сления и фос-
форилирования // Микробиология - 1982. - Т. 51. - с. 926-931.
42. ШЕинка ю.э., Бабурин Л.А., Калнениекс У .3. Способ опрецеле-
ния концентрации ИСТОtПiика углерода при культивировании МИК-
роорганизмов // Заявка ~ 4117988/31-13.
43. Эриксон Л., Ерошин В.К. Определение и использование КО:ЗI;r.~и-
циентов ЕЫХОЦОЕпри ПрОИЗЕОцстве биомассы / / Минробиол.
пром-с~ь. - 1978. - ~ 7. - с. 3-8.
44. Addanki S., Cahill F.D., Sotos J.F. Determination оГ intra-
mitochondrial p~ and intramitochondrial-extramitochondrial
I3б
рН gradient оГ isolated heart mitoehondria Ьу the use оГ
5,5-dimethyl-2,4-oxazolidinedione // J. Biol. Chem. -
1968. - Vol. 24з. - Р. 2337-2348.
45. Ahmed S., Booth I.R. Quantitative measurement оГ the proton-
motive Гогее and its relation to steady state laetose аееи-
mulation in Escherichia coZi // Bioehem. J. - 1981. -
Vol. 200. - Р. 573-581.
46. Ahmed S., Booth I.R. The effeet оГ B-galaetosides оп the
protonmotive Гогее and growth оГ Escherichia coli // J. Gen.
Microbiol. -198з. - Vol. 129. - Р. 2521-2529.
47. Akimenko V.K., Golovehenko N.P., Medentsev A.G. The absence
оГ energy eonservation coupled with eleetron transfer via
the alternative pathway in cyanide-resistant yeast mitoehon-
dria // Bioehim. Biophys. Acta - 1979. - Vol. 545. -
Р. 398-403.
48. Alexander В., Leach S., 1ngledew J.W. The relationship
between chemiosmotie parameters and sensitivity to anions
and organie acids in the acidophile Thiobacillus ferrooxi-
daпs // J. Gen. Microbiol. - 1987. - Vol. 133. - Р. 1171-
1179.
49. Al-Shawi Н.К., Вгапа М.О. Steady-state Н/О stoiehiometry
оГ liver mitochondria // Bioehem. J. - 1981. - Vol. 200. -
Р. 539-546.
50. Arents J.C., van Oekken Н., Hellingwerf K.J., Westerhoff H.V.
Linear relations between proton current and рН gradient ln
bacteriorhodopsin liposomes // Bioehemistry - 1981. -
Vol. 20. - Р. 5114-5123.
51. Arshavsky V.Yu., Baryshev V.A., Brown 1.1., Glagolev A.N.,
Skulachev V.P. Transmembrane gradient оГ К and Na ior.s as
ТЗ?
ап energy buffer in Halobacteriuт halobiuт // FEBS Lett. -
1981. - Vol. 133. - Р. 22-26.
52. Ахе D.D., Bai1ey J.E. App1ieation of phosphorus-31 nue1ear
magnetie resonanee speetroseopy to investigate p1asmid ef-
feets оп Escherichia coli metabo1ism // Bioteehno1. Lett. -
1987. - Vol. 9. - Р. 8з-88.
53. Baburin L.A., Shvinka J.E., Ruklisha М.Р., Viesturs U.E.
Gas balanee method for testing of mierobia1 growth effiei-
епеу after earbon substrate pulse // Aeta bioteehno1. - 1986.
- Vo1. 6. - Р. 123-128.
54. Bakker Е.Р., Mangerieh W.E. Intereonversion of eomponents of
the baeteria1 proton motive foree Ьу e1eetrogenie potassium
transport // J. Baeterio1. - 1981. - Vo1. 147. - Р. 820-826.
55. Bakker Е.Р., Haro1d F.M. Energy eoup1ing to potassium trans-
port in Streptococcus faecalis. Interp1ay of АТР and the
protonmotive Гогее // J. Bio1. Chem. - 1980. - Vol. 255. -
Р. 4з3-440.
56. ~akker Е.Р. МетЬгапе potentia1 in а potassium transport-ne-
gative mutant of Escherichia coli К-12. The distribution of
rubidium in the presenee of valinomyein indieates а higher
potentia1 than that of the tetrapheny1phosphonium eation //
Bioehim. Biophys. Aeta - 1982. - Vol. 681. - Р. 474-483.
57. Ba1az S., Sturdik Е., Oureova Е., Anta1ik М., Su10 Р. Quanti-
tative strueture-aetivity re1ationship оГ earbony1-eyanide
pheny1hydrazones as ur.coup1ers оГ mitoehondria1 oxidative
phosphory1ation // Bioehim. Biophys. Aeta - 1986. -
Vo1. 851. - Р. 93-98.
58. Barrow К.О., Collins J.G., Norton R.S., R08ers P.L.,
Smith G.M. 31р nuelear magnetie resonanee studies оГ the
I38.
fermentation of glucose to ethanol Ьу Zyтoтoпas тobilis //
J. Biol. Chem. - 1984. - Vol. 259. - Р. 5711-5716.
59. Bergey's Manual of Determinative Bacteriology. 8th edition.
Coeditors: R.E.Buchanan, N.E.Gibbons. - Baltimore, 1974.
60. Biegel С.М., Gould J.M. Kinetics of hydrogen ion diffusion
across phospholipid vesicle mernbranes // Biochemistry -
1981. - Vol. 20. - Р. 3474-з479.
61. Boogerd F.C., van Verseveld H.W., Torenvliet О., Braster Н.,
Stouthamer А.Н. Reconsideration of the efficiency оГ energy
transduction in Рагааоасuз deпitrifiaaпs during growth
under а variety of culture conditions // Arch. Microbiol. -
1984. - Vol. 139. - Р. 344-350.
62. Booth I.R., Mitchell W.J., Hamilton W.A. Quantitative апа-
lysis of proton-linked transport systems. The lactose рег-
mease of Esaheriahia coli // Biochern. J. - 1979. - Vol. 182.
- Р. 687-696.
6з. Вогоп W.P. Transport of Н and of ionic weak acids and bases
// J. МетЬгапе Biol. - 198з. - Vol. 72. - Р. 1-16.
64. Воуег P.D., Chance В.С., Ernster L., Mitchell Р., Racker Е.,
Slater Е.С. Oxidative phosphorylation and photophosphoryla-
tion // Апп. Rev. Biochem .• 1977. - Vol. 46. - Р. 955-1026.
65. Bramhall J. Conductance routes Гог protons across mеmЬгапе
barriers // Biochemistry - 1987. - Vol. 26. - Р. 2848-2855.
66. Вгеу R.N., Rosen В.Р., Sorensen E.N. Cation/proton antiport
systerns in Esche~ichia coli. Properties оГ the potassium/
proton antiporters // J. Biol. Chern. - 1980. - Vol. 255. -
Р. 39-44.
67. Brooks J.D., Maclennan D.G. Design оГ laboratory continuous-
culture equipment Гог accurate gaseous rnetabolisrn measure-
139.
ments // Bioteehnol. Bioeng. - 1982. - Vol. 24. -
Р. 847-856.
68. Brown G.c., Brand M.D. Changes in permeability to protons
and other eations at high protonrnotive Гогее in rat liver
mitoehondria // Bioehern. J. - 1986. - Vol. 2з4. - Р. 75-81.
69. Brand M.D., Reynafarje В., Lehninger A.L. Re-evaluation оГ
the H/site ratio оГ rnitoehondrial eleetron transport with
the oxygen pulse rnethod // J. Biol. Chern. - 1976. -
Vol. 251. - Р. 5670-5679.
70. Burstein С., Tiankova L., Kepes А. Respiratory eontrol in
Escherichia coli К-12 // Еиг. J. Bioehern. - 1979. -
Vol. 94. - Р. з87-392.
71. Carnpbell-Burk S.L., Shulman R.G. High-resolution NMRstudies
оГ Saccharoтyces cerevisiae // Апп. Rev. Mierobiol. - 1987.
- Vol. 41. - Р. 595-616.
72. Сагг J.G. The genus Zyтoтoпas // The Prokaryotes. - Springer
-Verlag: Berlin, New York, Heidelberg, 1981. - Vol. 2. -
Р. 1349-1354.
73. Castle А.М., Maenab R.M., Shulrnan R.G. Measurernent оГ intra-
eellular sodium eoneentration and sodiurn transport in Esche-
richia coli Ьу sodiurn-23 nuelear magnetie resonanee // J.
Biol. Chem. - 1986. - Vol. 261. - Р. 3288-3294.
74. Chanee В., Williarns G.R. The respiratory ehain and oxydati-
ve phosphorylation // Adv. Enzyrnol. - 1956. - Vol. 17. -
Р. 65-102.
75. СоЫеу J.G., Сох J.C. Energy eonservation in aeidophilie
baeteria // Microbiol. Rev. - 198з. - Vol. 47. - Р. 579-595.
76. Collins S.H., Hamilton W.A. Magnitude оГ protonrnotive Гогее
in respiring Staphylococcus aureus and Escherichia coli i/
140.
J. Bacteriol. - 1976. - Vol. 126. - Р. 1224-1231.
77. Соопеу Ch.L., Wang Н.У., Wang D.I. Compиter-aided material
balar.cing for prediction of fermentation parameters //
Biotechnol. Bioeng. - 1977. - Vol. 19. - Р. 55-67.
78. Crиzeiro L., DaSilva К.М.С. Qиantum mechanical model for
passive transport through lipid bilayer membranes //NATO
ASI Ser., Ser. А. (Recent Adv. Biol. МеmЬг. Stиd.) - 1985.
- Vol. 91. - Р. 165-178.
79. Davenport J.W. Double inhibitor titrations of photophos-
phorylation аге consistent with delocalised coupling //
Biochim. Biophys. Acta - 1985. - Vol. 900. - Р. 300-307.
80. Dawes Е.А., Ribbons D.W. Some aspects of the endogenous
metabolism of bacteria // Bacteriol. Rev. - 1964. -
Vol. 28. - Р. 126-149.
81. Dawson M.J., Jones C.W. Respiration-linked proton translo-
cation in the obligate methylotroph MethyZophyZus тethyZo-
trophus // Biochem. J. - 1981. - Vol. 194. - Р. 915-924.
82. Оеаmег D.W., Nichols J.W. Proton-hydroxide permeability
of liposomes // Ргос. Natl. Acad. Sci. USA- 198з. -
Vol. 80. - Р. 165-168.
8з. Deиtsch C.J., Kиla Т. Transmembrane electrical and рН gradi-
ents of Paracoccus deпitrificaпs and their relationship to
oxydative phosphorylation // FEBS Lett. - 1978. - Vol. 87. -
Р. 145-151.
84. Dimarco А.А., Romano А.Н. D-glucose transport system of
Zyтoтoпas тobiZis // Appl. Environ. Microbiol. - 1985. -
Vol. 49. - Р. 151-157.
85. Dimroth Р., Thomer А. Citrate transport in KZebsielZa pпe~тor.i-
ае // 8iol. Chem. Hoppe-Seyler - 1986. - Vol.307. - Р. 813-
823.
Т4Т.
86. Diolez P.~ Могеаи F. Correlation between АТР synthesis~
rnеrnЬгапе potential and oxidation rate in potato rnitochond-
ria // Biochern. Biophys. Acta - 1985. - Vol. 806. -
Р. 56-63.
87. Drachev A.L.~ Markin v.s.~ Skulachev V.P. ~H+-buffering
Ьу Na and К gradients in bacteria. Model and experirnental
systerns // Biochern. Biophys. Acta - 1985. - Vol. 811. -
Р. 197-215.
88. Elferink M.G.L.~ Hellingwerf K.J.~ Konings W.N. The rela~
tion between electron transfer~ proton-rnotive force and
energy-consurning processes in cells of Rhodopseudoтoпas
sphaeroides // Biochern. Biophys. Acta - 1986. - Vol. 848. -
Р. 58-68.
89. Epstein W. Osmoregulation Ьу potassium transport in Esche-
richia coli // FEMSMicrobiol. Rev. - 1986. - Vol. 39. -
Р. 73-78.
90. Erickson L.E.~ Minkevich I.G.~ Eroshin V.K. Application of
rnass and energy balance regularities in fermentation //
Biotechnol. Bioeng. - 1978. - Vol. 20. - Р. 1595-1621.
91. Erickson L.E.~ Selga S.E.~ Viesturs U.E. Application of maзз
and energy balance regularities to product forrnation //
Biotechnol. Bioeng. - 1978. - Vol. 20. - Р. 1623-16з8.
92. Eroshin V.K.~ Minkevich I.G. Оп the upper lirnit of mазз
yield of ап organic product from ап organic substrate //
Biotechnol. Bioeng. - 1982. - Vol. 24. - Р. 2263-2265.
93. Felle H.~ Porter J.S., Slayrnan C.L., Kaback H.R. Quantita-
tive rneasurements of membrane potential in Escherichia со-
Zi // Biochemistry - 1980. - Vol. 19. - Р. 3585-3590.
I42.
94. Fillingame R.H. Bioehemistry and geneties оГ baeterial Н-
transloeating АТРаБеБ 11 Curr. Тор. Bioenerg. - 1981. -
Vol. 11. - Р. 35-106.
95. Friedberg I., Kabaek H.R. Electrochemical proton gradient
in Micrococcus Zysodeikticus cells and тетЬгапе vesic1es 11
J. Баеtегiоl. - 1980. - Vol. 142. - Р. 651-658.
96. Garcia M.L., Guffanti А.А., Krulwieh Т.А. Characterization
оГ the Na/H antiporter оГ alkalophilic baeilli iп vivo :A.f-
dependent Na efflux Ггот who1e cells 11 J. Bacteriol. -
1983. - Vo1. 156. - Р. 1151-1157.
97. Garlid К.О., Nakashima R.A. Studies оп the mechanism оГ ип-
eoupling Ьу amine loeal anesthetics. Evidence Гог mitochond-
rial proton transport Ьу lipophilie ion pairs 11 J. Biol.
Chem. - 198з. - Vol. 258. - Р. 7974-7980.
98. Ghazi А., Delamourd L., Schechter Е. АЬБепсе оГ а unique ге-
lationship between activetransport оГ 1aetose and protonmo-
tive Гогее in E.coZi 11 FEBS Lett. - 1986. - Vo1. 209. -
Р. 325-329.
99. Ghazi А., Schechter Е., Lete11ier L., Labedan В. Probes оГ
membrane potential in Escherichia coZi ce11s 11 FEBS Lett. -
1981. - Уо Г; 125. - Р. 197-200.
100. Gober J.W., Kashket E.R. H/ATP stoichiometry Гог cowpea
Rhizobiuт вр. strain 32Н1 ce1ls grown under nitrogen-fixing
and nitrogen-nonfixing conditions 11 J. Bacterio1. - 1984.
- Vo1. 160. - Р. 216-221.
101. Gottwa1d М., Gottscha1k G. The interna1 рН оГ Clostridiит
acetobutylicuт and its effect оп the shift Ггот acid to sol-
vent formation 11 Arch. Microbiol. - 1985. - Vo1. 14з. -
Р. 42-46.
Т43.
102. Gowrishankar J. 1dentification ~f osmoresponsive genes in
Eschepichia coli: evidence for participation of potassium
and proline transport systems in osmoregulation // J. Вас-
teriol. - 1985. - Vol. 164. - Р. 434-445.
103. Guffanti А.А., Нои Е. The effect of рН оп passive proton
conductance of Bacillus acidocaldapius // FEMSMicrobiol.
Lett. - 1987. - Vol. 41. - Р. 275-278.
104. Hamilton W.A. Energy coupling in microbial transport //
Adv. Microbial Physiol. - 1975. - Vol. 12. - Р. 1-48.
105. Hammond R.C., Rees В., Higgins 1.J. Factors affecting рго-
ton translocation Ьу facultative methylotrophs // Biochim.
Biophys. Acta - 1981. - Vol. 6з8. - Р. 22-29.
106. Hanstein W.G. Uncoupling of oxidative phosphorylation //
Biochim. Biophys. Acta - 1976. - Vol. 456. - Р. 129-148.
107. Harold F.M. МетЬгапев and energy transduction in bacteria //
Сигг. Тор. Bioenerg. - 1977. - Vol. 6. - Р. 83-149.
108. Harold F.M., van Brunt J. Circulation of Н and К асговв the
plasma mетЬгапе is not obligatory for bacterial growth //
Science - 1977. - Vol. 197. - Р. 372-373.
109. Harrison O.E.F. The regulation of respiration rate in grow-
ing bacteria // Adv. Microb. Physiol. - 1976. - Vol. 14. -
Р. 243-314.
110. Harrison O.E.F., Loveless J.E. The effect оГ growth condi-
tions оп respiratory activity and growth effieieney in Га-
cultative апаегсЬев grown in ehemostat eulture // J. Gen.
Microbiol. - 1971. - Vol. 68. - Р. 35-4з.
111. Heinz Е., Westerhoff H.V., van Dат К. The residual protonmo-
tive Гогее in mitochondria after ап oxygen pulse // Еиг. J.
Biochem. - 1981. - Vol. 115. - Р. 107-113.
I44.
112. Hollocker Т.С., Кuтаг S., Nicholas D.J.D. Respiration-de-
pendent proton translocation in Nitrosoтoпas еигораеа and
Nitrobacter agilis during inorganic oxidations 1/ J. Bacte-
riol. - 1982. - Vol. 149. - Р. 1013-1020.
113. Huang L., Gibbins L.N., Forsberg C.W. Transmembrane рН
gradient and тетЬгапе potential in Clostridium acetobutyli-
сит during growth under acetogenic and solventogenic condi-
tions // Appl. Environ. Microbiol. - 1985. - Vol. 50. -
Р. 1043-1047.
114. Hueting S., de Lange Т., Tempest D.W. Energy requirement for
maintenance of the transmernbrane potassium gradient in Kleb-
siella aerogeпes NCTC 418: а continuous culture study 1/
Arch. Microbiol. - 1979. - Vol. 123. ~ Р. 183-188.
115. Hueting S., Tempest D.W. Influence of acetate оп the growth
of Caпdida utilis in continuous culture 11 Arch. Microbiol. -
1977. - Vol. 115. - Р. 73-78.
116. Ishikawa Т., Ната Н., Tsuda М., Tsuchiya Т. Isolation and
properties of а mutant of Escherichia coli possessing de-
fective sodium/proton antiporter 11 J. Biol. Chem. - 1987. -
Vol. 162. - Р. 7443-7446.
117. Jackson J.B. Evidence that the ionic conductivity of the
cytoplasmic mеmЬгапе of Rhodopseudomoпas capsulata is de-
pendent upon теmЬгапе potential // FEBS Lett. - 1982. -
Vol. 139-14з.
118. Jones C.W., Brice J.M., Downs A.J., Drozd J.W. Bacterial
respiration-linked proton translocation and its relation-
ship to respiratory-chain compositions 11 Еиг. J. Biochem.
- 1975. - Vol. 52. - Р. 265-273.
145.
119. Jones C.W., Brice J.M., Edward~ С. The effect оГ respira-
tory chain composition оп the growth efficiencies оГ аего-
bic bacteria 11 Arch. Microbiol. - 1977. - Vol. 115. -
Р. 85-93.
120. Kakinuma У., Harold Р.М. ATP-driven exchange оГ Na and К
ions Ьу Streptococcus faecalis 11 J. Biol. Chem. - 1985.
Vol. 260. - Р. 2086-2091.
121. Kalnenieks U., Vilu R. Effect оГ tetraphenylphosphonium
concentration оп the apparent value оГ transmembrane
electric ootential in Escherichia coli /1 Studia Biophy-
sica - 1986. - Vol. 113. - Р. 213-220.
122. Kashket E.R. Effects оГ aerobiosis and nitrogen souree оп
the proton motive Гогее in growing Escherichia coli and
Klebsiella pпeuтoпiae eells 11 J. Baeteriol. - 1981. -
Vol. 146. - Р. 377-384.
123. Kashket E.R. Proton motive Гогее in growing Streptococcus
lactis and Staphilococcus аиреив eells under aerobie and
anaerobie eonditions 11 J. Baeteriol. - 1981. - Vol. 146. -
Р. з69-376.
124. Kashket E.R. Stoichiometry оГ the H-АТРаsе ОГ Escherichia
coli eells during anaerobie growth 11 FEBS Lett. - 198з. -
Vol. 154. - Р. 343-346.
125. Kashket E.R. Effects оГ К and Na оп the proton motive Гог-
се оГ respiring Escherichia coZi at alkaline рН 11 J. Вас-
teriol. - 1985. - Vol. 16з. - Р. 42з-429.
126. Kashket E.R., Blanehard А.О., Metzger W.C. Proton motive
Гогее during growth оГ Streptococcиs lactis eells 1/ J.
Baeteriol. - 1980. - Vol. 14з. - Р. 128-134.
146.
127. Keddie Н.М., Jones D. Saprophytie, aerobie согупеСогт Ьае-
teria // The Prokaryotes. Springer-Ver1ag: Ber1in, Heide1-
berg, 1981. - \[01.2. - Р. 18з8-1877.
128. Ke1l D.E. Оп the functiona1 proton current pathway оС
eleetron transport phosphorylation. Ап e1eetrodic view //
Bioehim. Biophys. Acta - 1979. - Vo1. 549. - Р. 55-99.
129. Ke1l D.B., Clarke D.J., Morris J.G. Оп proton-eoup1ed in-
formation transfer a10ng the surface of bio1ogieal mеmЬга-
nes and the mode оГ action of certain eo1ieins // FEMS
Mierobiol. Lett. - 1981. - УоГ, 11. - Р. 1-11.
130. Ke11 D.B., Peek M.V., Hodger G., Morris J.G. Оп the permea-
bi1ity to weak acids and bases оГ the cytop1asmic membrane
оС Clostridiuт pasteuraпiuт // Biochim. Biophys. Res. Соm-
тип. - 1981. - Vol. 99. - Р. 81-88.
131. Kihara М., МаепаЬ Н.М. Cytop1asmic рН mediates рН taxis and
weak-acid repe1lent taxis оГ baeteria // J. Baeterio1. -
1981. - Vo1. 145. - Р. 1209-1221.
132. Kinoshita N., Unemoto Т., Kobayashi Н. Proton motive foree
is not obligatory for growth оС Escherichia coli // J. Вас-
teriol. - 1984. - Vol. 160. - Р. 1074-1077.
133. Kitada М., Horikoshi К. Further properties оС sodium ion-
. [1 14 ,1 .. .. d k· k 1stlmu1ated ос - - CJапп по з.вооц суг лс асл upta е з.п a1 а 0-
philic Bacillus speeies // J. Bioehem. - 1980. - Vol. 87. -
Р. 1279-1284.
134. Kobayashi Н. А proton-translocating A~Pase regulates рН
оС the baeteria1 cytoplasm 11 J. Biol. Chem. - 1985. -
Vol. 260. - Р. 72-76.
135. Kobayashi Н., Unemoto Т. Streptococcus faecalis mutants
defective in regulation оС cytoplasmic рН /1 J. Bacteriol. -
Т47.
1980. - Vol. 14з. - Р. 1187-1193.
1з6. Коуаmа N., Ishikawa У., Nosoh У. Dependence оГ the growth
оГ pH-sепsitivе mutants оГ а facultatively alkalophilic
BacilZus оп the regulation оГ cytoplasmic рН // FEM3Micro-
biol. Lett. - 1986. - Vol. 34. - Р. 195-198.
137. Коуаmа N., Nosoh У. Effect оГ potassium and sodium iопз оп
the cytoplasmic рН of ап alkalophilic Bacillus // Biochim.
Biophys. Acta - 1985. - Vol. 812. - Р. 206-212.
1з8. Коуаmа N., Wakabayashi К., Nosoh У. Effect оГ роtаsзium оп
the mеmЬгапе functions оГ ап alkalophilic Bacillus /1 Bio-
chim. Biophys. Acta - 1987. - Vol. 898. - Р. 293-298.
139. КгаЬ К., 3003 J., Wilkstrom М. The Н/О ratio of proton
translocation linked to the oxidation оГ succinate Ьу mito-
chondria 1/ FEBS Lett. - 1984. - Vol. 178. - Р. 187-192.
140. Krishnamoorthy G., Hinkle Р.С. Non-ohmic proton conductance
оГ mitochondria and liposomes // Biochemistry - 1984. -
Vol. 23. - Р. 1640-1645.
141. Kristjanssen J.K., Walter В., Hollocher Т.С. Respiration-
dependent proton translocation and the transport оГ nitrate
and nitrite in Paracoccus deпitrificaпs and other denitrify-
ing bacteria /1 Biocheтistry - 1978. - Vol. 17. -
Р. 5014-5019.
142. Kroll R.G., Booth I.R. The role оГ potassium in the genera-
tion of а рН gradient in Escherichia coli 11 Biochem. J. -
1981. - Vol. 198. - Р. 691-698.
143. Kroll R.G., Booth I.R. The relationship between intracellu-
lar рН, the рН gradient and potassium transport in Escheri-
chia coli 1/ Biochem. J. - 198з. - Vol. 216. - Р. 709-716.
I48.
144. Krulwich Т.А. Na/H antiporters // Biochim. Biophys. Acta -
198з. - Vol. 726. - Р. 245-264.
145. Krulwich Т.А., Agиs R., Shneier М., Gиffanti А.А. Bиffer-
ing capacity of Bacilli that grow at different гН ranges //
J. Bacteriol~ - 1985. - Vol. 162. - Р. 768-772.
146. Krulwich Т.А., Federbush J.G., Gиffanti А.А. Presence of
а nonmetabolizable solиte that is translocated with Na еп-
hances Na-dependent рН homeostases in ап alkalophilic
Bacillus // J. Biol. Chem. - 1985. - Vol. 260. - Р. 4055-
4058.
147. Китаг S., Nicholas D.J.D. Proton electrochemical gradient
in washed cells of Nitrosoтoпas еигораеа and Nitrobacter
agilis // J. Bacteriol. - 198з. - Vol. 154. - Р. 65-71.
148. Китаг S., Nicholas D.J.D. Na and К transport in Nitrosoтo-
пав еигораеа and Nitrobacter agilis // Biochim. Biophys.
Acta - 1984. - Vol. 765. - Р. 268-274.
149. Law В.Р., John Р. Effect of the lactoperoxidase bacterici-
dal system оп the formation of the electrochemical proton
gradient in Escherichia coli // FEMSMicrobiol. Lett. -
1981. - Vol. 10. - Р. 67-70.
150. Lawford H.G., Haddock В.А. Respiration-driven proton trans-
location in Escherichia coli // Biochem. J. - 1973. -
Vol. 1з6. - Р. 217-220.
151. Lazdunski А., Belaich J.P. Uncoupling in bacterial growth:
АТР pool variation in Z.тobilis cells in relation to diffe-
rent иncoupling conditions of growth // J. Gen. Microbiol.
- 1972. - Vol. 70. - Р. 187-197.
152. Lehninger A.L., Reynafarje В., Hendler R.W., Shrager R.I.
I49.
The Н/О ratio of proton transloeation linked to the oxi-
dation оГ sueeinate ту mitoehondria. Reply to а eommenta-
гу // FEBS Lett. - 1985. - Vol. 192. - Р. 173-178.
153. Lemasters J.J. АТР stoiehiometries оГ mitoehondrial oxidati-
ve pro~phorylation: а reevaluation Ьу nonequilibrium ther-
modynamies // Comments Mol. Cell. Biophys. - 1985. -
Vol. 3. - Р. 99-122.
154. Lewls R.J., Krulwieh Т.А., Reynafarje В., Lehninger A.L.
Respiration-dependent proton transloeation in alkalophilie
Bacillus firтus RAB and its nonalkalophilie mutant derivati-
ve.// J. Biol. Chem. - 198з. - Vol. 258. - Р. 2109-2111.
155. Lolkema J.S., Hellingwerf K.J., Konings W.N. The effeet оГ
"ргоЬе binding" оп the quantitative determination ОГ the
proton-motive Гогее in baeteria // Bioehim. Biophys. Aeta -
1982. - Vol. 681. - Р. 85-94.
156. Lundin А., Richardson А., Thore А. Continuous monitoring
оГ АТР eonverting reaetions Ьу purified firefly lueiphera-
зе // Anal. Bioehem. - 1976. - Vol. 75. - Р. 611-620.
157. Maloney Р.С. Coupling between Н entry and АТР formation in
Escherichia coli // Biochim. Biophys. Res. Commun. - 1978.
- Vol. 8з. - Р. 1496-1501.
158. Maloney Р.С. МетЬгапе Н conductance оГ Streptococcus [ас-
tis // J. Баеtегiоl. - 1979. - Vol. 140. - Р. 197-205.
159. Maloney Р.С. Coupling between Н entry and AT~ synthesis in
baeteria // Сигг. Тор. МетЬг. Transp. - 1982. - Vol. 16. -
Р. 175-193.
160. Maloney ~.C. Relationship between phosphorylation potential
and eleetroehemical Н gradient during glycolysis in Strepto-
соссuз lactis 11 J. Bacteriol. - 198з. - Vol. 153. -
150.
Р. 1461-1470.
161. Maloney Р.С., Hansen F.C. Stoichiometry of proton movements
coиpled to АТР synthesis driven Ьу а рН gradient in Strepto-
соссиз Zactis // J. МетЬгапе 8io1. - 1982. - Vo1. 66. -
Р. 63-75.
162. Maloney Р.С., Schattshneider S. Vo1tage sensitivity of the
proton-translocating adenosine-5'-triphosphatase in Strepto-
соссиз Zactis 11 FEBS Lett. - 1980. - Vo1. 110. - Р. 337-
з40.
16з. Manson М.О., Tedeseo Р.М., Berg Н.С. Energeties of f1agel1ar
rotation in baeteria // J. Мо1. Bio1. - 1980. - Vol. 138. -
Р. 541-561.
164. Manson М.О., Tedeseo Р., Berg Н.С., Harold Р.М., van der
Drift С. А protonmotive foree drives baeteria1 f1age11a 1/
Ргос. Nat1. Acad. Sci. USA - 1977. - Vo1. 74. - Р. 3060-3064.
165. McCarthy J.E.G., Fergиson S.J. Characterisation оГ тетЬгапе
vesic1es Ггот Paracoccus deпitrificaпs and measurements оГ
the effect of partia1 иncoиp1ing оп their thermodynamics of
oxidative phosphory1ation 11 Еиг. J. Biochem. - 198з. -
Vo1. 132. - Р. 417-424.
166. MeLaggan D., Se1wyn M.J., Dawson А.Р. Dependence оп Na оГ
contro1 оГ cytop1asmic рН in а facи1tative a1ka1ophi1e 11
FEBS Lett. - 1984. - Vo1. 165. - Р. 254-258.
167. MeLaugh1in S.G.A., Di1ger J. Transport оГ protons аегозз
membranes Ьу weak acids 1/ Physio1. Rev. - 1980. - Vo1. 60.
- Р. 825-863.
168. Menze1 U., Gottseha1k G. The interna1 рН оГ Acetobacteriuт
wieriпgae and Acetobacter aceti during growth and produetion
151.
оГ aeetie aeid 11 Areh. Mierobiol. - 1985. - Vol. 14з. -
Р. 47-51.
169. Меуег D.J., Jones с.ы. Oxidative phosphorylation in baete-
ria which eontain different cytochrome oxidases /1 Еиг. J.
Biochem. - 1973. - Vol. з6. - Р. 144-151.
170. Michels М., Bakker Е.Р. Generation оГ а large, protonopho-
re-sensitive proton motive foree and рН difference in the
aeidophilie baeteria ThepтopZasтa acidophiluт and BaciZZus
acidocaldapius 1/ J. Bacteriol. - 1985. - Vol. 161. -
Р. 231-237.
171. Michel Н., Oesterhelt D. Eleetroehemical proton gradient
across the eell mеmЬгапе оГ HaZobactepiuт haZobiuт: effect
оГ N,N'-dicyclohexylcarbodiimide, relation to intracellular
adenosine triphosphate, adenosine diphosphate and phosphate
concentration, and influenee оГ the potassium gradient 1/
Biochemistry - 1980. - Vol. 19. - Р. 4607-4614.
172. Michel Н., Oesterhelt D. Eleetrochemieal proton gradient
aeross the cell membrane оГ HaZobactepiuт haZobiuт: eompari-
son оГ the light-induced increase with the increase оГ intra-
cellular adenosine triphosphate under steady-state illumina-
tion // Bioehemistry - 1980. - Vol. 19. - Р. 4615-4619.
173. Midgley М. The phosphonium ion efflux system оГ Eschepichia
coZi: relationship to the ethidium efflux system and energe-
tic studies // J. Gen. Microbiol. - 1986. - Vol. 132. -
Р. 3187-3193.
174. Midgley М., Iseander N.S., Dawes Е.А. The interaction оГ
phosphonium ions with Aciпetobactep caLcoaceticus: eviden-
се Гог the operation оГ ап efflux system // Biochim. Bio-
phys. Acta - 1986. - Vol. 856. - Р. 45-49.
152-.
175. Midgley М., Parish М., Dawes Е.А. Interaction оГ phospho-
nium ions with Arthrobacter globiforтis: evidence Гог the
operation оГ an efflux system /1 FEMSMicrobiol. Lett. -
1985. - Vol. 30. - Р. 7-10.
176. Miller G.L. Use оГ dinitrosalicylic acid reagent Гог de-
termination of reducing sugar 1/ Anal. Chem. - 1959. -
Vol. 31. - Р. 426-428.
177. Minkevich IoG. Physico-chemical properties of organic соm-
pounds and the energetics оГ metabolism 11 J. Theor. Biol.
- 1982. - Vol. 95. - Р. 569-590.
178. Mitchell Р. Coupling of phosphorylation to electron and
hydrogentransfer Ьу а chemiosmotic type оГ mechanism 1/
Nature - 1961. - Vol. 191. - Р. 144-148.
179. Mitchell Р. Chemiosmotic coupling in oxidative and photo-
synthetic phosphorylation 1/ Biol. Rev. СаrnЬ. Phil. Soc. -
19 66. - Vo1. 41. - Р. 4 4 5 - 5о2 •
180. Mitchell Р. Compartrnentation and communication in living
systems. Ligand conduction: а general catalytic principle
in chemical, osmotic and cherniosrnotic reaction systerns 11
Ецг , J. Biochem. - 1979. - Vol. 95. - Р. 1-20.
181. Mitchell Р. Bacterial flagellar motors and osmoelectric
molecular rotation Ьу ап axially transmembrane well and
turnstill mechanism 1/ FEBS Lett. - 1984. - Vol. 174. -
Р. 287-294.
182. Mitchell Р., Moyle J. Acid-base titration across the mеrn-
Ьгапе system оГ rat-liver mitochondria. Catalysis Ьу ип-
couplers // Biochern. J. - 1967. - Vol. 104. - Р. 588-600.
183. Mitchell Р., Moyle J. Proton translocation coupled to АТР
hydrolysis in rat liver rnitochondria // Еиг. J. Biochem.
153.
1968. - Vol. 4. - Р. 530-539.
184. Moody AoJ.~ Mitchell R.~ West I.Co~ Mitchell Р. Protonmo-
tive stoichiometry of rat liver cytochrome с oxydase: de-
termination Ьу а new rate/pulse method // Biochim. Biophys.
Acta - 1987. - Vol. 894 о - Р. 209-227.
185. Muller У., Blaut М., Gottschalk G. Generation of а trans-
membrane gradient of Na in Methaпosarciпa barkeri // Еиго
J. Biochem. - 1987. - Vol. 162. - Р. 461-466.
186. Mulder М.М., Teixeira de Matos MoJ., Postma P.W., van Dam К.
Energetic consequences of multiple potassium uptake systems
in Esaheriahia aoZi // Biochim. Biophys. Acta - 1986. -
Vol. 851. - Р. 223-228.
187. Nagai S., Aiba So Reassessment of maintenance and energy
uncoupling in the growth of Azotobacter viпeZaпdii /1 J.
Gen. Microbiol. - 1972. - Vol. 73. - Р. 531-538.
188. Nagle J.F., Morowitz H.J. Molecular mechanisms for proton
transport in теmЬгапез // Ргос. Natlo Acad. Sci. USA -
1978. - Vol. 75. - Р. 298-302.
189. Nagle J.F.~ Tristam-Nagle S. Hydrogen-bonded chain mechan-
isms for proton conduction and proton pumping // J. МеmЬга-
пе Biol. - 198з. - Vol. 74. - Р. 1-14.
190. Nakamura Т., Tokuda Н., Unemoto Т. К/Н antiporter functions
as а regulator of cytoplasmic рН in marine bacterium //
Biochim. Biophys. Acta - 1984. - Vol. 776. - Р. 330-336.
191. Navon С., Ogawa S., Shulman R.G., Yamane Т. High-resolu-
tion 31р nuclear magnetic resonance studies of metabolism
in aerobic Escherichia coli cells // Ргос. Natl. Acad. Sci.
USA - 1977. -Vol. 74. - Р. 888-891.
154.
192.· Neijssel О.М., Tempest D.W. ТЬе regulation of carbohydrate
rnetabolisrn in KLebsieLLa aerogeпes NCTC 418 organisms grow-
ing in chemostat culture // Arch. Microbiol. - 19750 -
Vol. 106. - Р. 251-258.
193. Neijssel О.И., Tempest D.W. Bioenergetic aspects of aerobic
growth of KLebsieLZa aerogeпes NCTC 418 in carbon limited
and сагЬоп sufficient chemostat culture // АгсЬ. Microbiol.
- 1976. - Vol. 107. - Р. 215-221.
194. Neijssel О.М., Tempest D.W. ТЬе role оГ energy-spilling
reactions in the growth оГ KZebsieZLa aerogeпes NCTC 418
in aerobic chernostat culture // Arch. Microbiol. - 1976. -
Vol. 110. - Р. 305-311.
195. Nicholls D.G. The influence оГ respiration and АТР hydro-
lysis оп the proton-electrochernical gradient across the
inner membrane of rat-liver mitochondria аБ determined Ггот
ion distribution // Еиг. J. Biochem. - 1974. - Vol. 50. -
Р. 305-315.
196. Nozaki У., Tanford Ch. Proton and hydroxide ion permeability
оГ phospholipid vesicles // Ргос. Natl. Acad. Sci. USA -
1981. - Vol. 78. - Р. 4324-4328.
197. Ogino Т., Den Hollander J.Ao, Shulman R.G. 39к, 23Na, апа
31р NMRstudies of ion transport in Saccharomyces cerevisiae
// РГОСо Natl. Acad. Sci. USA - 19830 - Vol. 800 -
Р. 5185-5189.
198. Okorokov L.A., Kulakovskaya T.V., Lichko L.~., Polorotova
E.V. H/ion antiport аБ the principal mechanism оГ transport
systerns in the vacuolar mетЬгапе оГ the yeast Saccharomyces
carlsbergeпsis // FEBS Lett. - 1985. - Vol. 192. - Р. 303-
306 о
I55.
199. O'Shea P.S., Petrone G., Casey R.P., Azzi А. ТЬе eurrent-
voltage relationships of liposornes and rnitoehondria // Bio-
chern. J. - 1984. - Vol. 219. - Р. 719-726.
200. Osman У.А., Conway Т., Bonetti S.J., Ingram L.O. Glyeoly-
tie flux in Zyтoтoпas тobiLis: enzyrne and metabolite levels
during batch fermentation /1 J. Bacteriol. - 1987. -
Vol. 169. - Р. 3726-37з6.
201. Otto R., Klont В., ten Brink В., Konings W.N. The phosphate
potential, adenylate energy charge and proton motive [огее
in growing cells of Streptococcus creтoris 1/ Arch. Micro-
biol. - 1984. - Vol. 139. - Р. 338-з4з.
202. Otto R., Langeveen R.G., Veldkamp Н., Konings W.N. Lactate
efflux-induced electrical potential in теmЬгапе vesieles of
Streptococcus creтoris J. Bacteriol. - 1982. - Vol. 149. -
Р. 733-7з8.
203. Padan Е., Schuldiner S. Intracellular рН and membrane Doten-
tial as regulators in prokaryotie eell // J. МетЬгапе Biol.
~ 1987. - Vol. 95. - Р. 189-198.
204. Padan Е., Zilberstein D., Sehuldiner S. рН Homeostasis in
bacteria /1 Bioehim. Biophys. Aeta - 1981. - Vol. 650. -
Р. 151-166.
205. Раупе W.J. Energy yields and growth of heterotrophs /1 Апп.
Rev. Microbiol. - 1970. - Volo 24. - Р. 17-52.
206. Perlin D.S., Michael J.D., Slayman C.W., Rosen В.Р.
Proton/ATP stoichiometry of proton pumps [гот Neurosvora
сгазза and Escherichia coli 11 Arch. Biochem. Biophys. -
1986. - Vol. 248. - Р. 53-61.
207. Pietrobon D., Caplan S.R. Further comments оп the logic of
I5б.
of the application of иncoиpler~inhibitor titrations for
the elиcidation of the mechanisms of energy coиpling 11
FEBS Lett. - 1985. - Vol. 192. - РО 119-122.
208. Pietrobon D., Zoratti М., Azzone G.F., Caplan 8.Н. 1ntrin-
sic иncoиpling of mitochondrial proton pиmps. 2. Modelling
studies /1 Biochemistry - 1986. - Vol. 25. - Р. 767-775.
209. Pirt 8.J. The maintenance energy of bacteria in growing
cultиres /1 Proc. Roy. Soc. London - 1965. - Vol. 16зв. -
Р. 224-231.
210. Plack R.M., Rosen В.Р. Cation/proton antiport system in
Escherichia coli. Absence of potassium/proton antiporter
activity in а pH-sепsitivе mutant /1 Jo Biol. Chem. - 1980.
- Vol. 255- • Р. з824-з8250
211. Pиchkov Е.О., Bulatov 1.8., Zinchenko VoP. 1nvestigation
of intracellular рН in Escherichia coli Ьу 9-aminoacridine
flиorescence measurements 11 FEM8Microbiol. Lett. - 198з.
- Уо Г, 20. - Р. 41-45.
212. Raven J.Ao The evolиtion of chemiosmotic energy coиpling 1/
J. Theor. Biol. - 1976. - Vol. 57. - РО 301-312.
213. Repaske D.R., Adler J. Change in intracellular рН of Esche-
richia coli mediates the chemotactic response to certain
attractants and repellants // J. Bacteriol. - 1981. -
Vol. 145. - Р. 1196-1208.
214. Roels J.A. Energetics and Kinetics in Biotechnology. - Else-
vier Biomedical Press, 19830 - Р. 330.-
2150 Roos А. 1ntracellиlar рН and intracellиlar bиffering power
оГ the cat brain /1 Ат. J. Physiol. - 1965. - Vol. 2090 -
Р. 1233-1246.
157.
216. Rosen В.Р., Kashket E.R. Energetics оГ active transport //
Bacterial Transport. - N.Y.: Marcel Dekker Inc., 1978. -
Р. 559-620.
217. Rottenberg Н. Non-equilibrium thermodynamics оГ energy соп-
version in bioenergetics // Biochim. Biophys. Acta - 1979.
- Vol. 549. - Р. 225-253.
218. Rottenberg Н. Uncoupling ОГ oxidative_phosphorylation in
rat liver mitochondria Ьу general ar-esthetics // Ргос. Natl.
Асас , Sci. USA - 1983. - Vol. 80. - Р. 3313-3317.
219. Rottenberg Н. Membrane potential and surface potential in
mitochondria: uptake and binding оГ lipophilic cations // J.
МетЬг. Biol. - 1984. - Vol. 81. - Р. 127-1з8.
22a •. Rottenberg Н., Steiner-Mordoch S. Free fatty acids decouple
oxidative phosphorylation Ьу dissipating intraтembranal рго-
tons without inhibiting АТР synthesis driven Ьу the proton
electrochemical gradient // FEBS Lett. - 1986. - Vol. 202. -
Р. 314-318.
221. Salтond C.V., Kroll R.G., Booth I.R. The effect of food рге-
servatives оп рН homeostasis in Escherichia coZi // J. аеп.
Microbiol. - 1984. - Vol. 130. - Р. 2845-2850.
222. Santos Н., Turnev D.L. Characterization of the improved sen-
sitivity obtained using а flow method Гог oxygenating and
mixing cell suspensions in NMR// J. Magn. Resonance
1986. - Vol. 66. - Р. 345-з49.
223. Scholes Р., Mitchell Р. Acid-base titration across the
plasma теmЬгапе оГ Micrococcus deпitrificaпs: factors affec-
ting the errective proton conductance and the respiratory
rate // Bioenergetics - 1970. - Vol. 1. - Р. 61-72.
158.
224. Scholes Р., Mitchell Р. Respiration-driven proton translo-
cation in Micrococcu8 deпitrificaпs // Bioenergetics -
1970. - Vol. 1. - Р. 309-323.
225. Schumpe А. Zur ermittlung von StоггиЬегgапgszаhlеп аиГ
der Basis von GеlоstsаuегstоГГ-Меssuпgеп // Chem. Ing.
Tech. - 1985. - Vol. 57. - Р. 501-505.
226. Setlow В., Setlow Р. Measurements of the рН within dormant
and germinated bacterial spores // Ргос. Natl. Acad. Sci.
USA - 1980. - Vol. 77. - Р. 2474-2476.
227. Shvinka J., Viesturs U., Ruklisha М. Yield regulation of
lysine biosynthesis in Brevibacteriuт flavuт // Biotechnol.
Bioeng. - 1980. - Vol. 22. - Р. 897-912.
228. Skulachev V.P. Membrane-linked energy transductions. Bio-
energetic Гuпсtiопs of sodium: Н is not unique as а соир-
ling ion // Еиг. J. Biochem. - 1985. - Vol. 151. -
Р. 199-208.
229. Slater Е.С., Berden J.A., Herweijer М.А. А hypothesis Гог
the mechanism оГ respiratory-chain phosphorylation not in-
volving the electrochemical gradient of protons as obliga-
tory intermediate // Biochim. Biophys. Acta- 1985. -
Vol. 811. - Р. 217-231.
230. Slavik I. Intracellular рН of yeast cells measured with
fluorescent probes // FEBS Lett. - 1982. - Vol. 140. -
Р. 22-26.
231. Slonczewski J.L., Rosen В.Р., МаспаЬ Н.М. рН homeostasis
in Escherichia coli: measurement Ьу 31р nuclear magnetic
resonance of methylphosphonate and phosphate /1 Ргос. Natl.
Acad. Sci. USA - 1981. - Vol. 78. - Р. 6271-6275.
Т59.
232. Stewart L.M.D., Bakker Е.Р., Booth I.R. Energy of соир-
ling to К uptake via the trk system in Escherichia coli:
the role of АТР /1 J. Gen. Microbiol. - 1985. - Vol. 131.
- Р. 77-85.
233. Stock J.B., Rauch В., Roseman S. Periplasmic space in
SalтoпelZa typhiтuriuт and Escherichia coli // J. Biol.
Chem. - 1977. - Vol. 252. - Р. 7850-7861.
2з4. Stouthamer А.Н. Energetic aspects of the growth of micro-
organisms // Symposia оГ the society for general micro-
biology. - 1977. - N 27. - Р. 285-315.
235. Stouthamer А.Н. Energy yielding pathways /1 The Bacteria.
А Treatise оп Structure and Function. - Acad. Press, 1978.
- Vol. 6. - Р. з89-462.
2з6. Stouthamer А.Н., Bettenhaussen C.W. А continuous culture
study of ап ATPase-пеgаtivе mutant of Escherichia coZi //
АгсЬ. Microbiol. - 1977. - Vo1. 113. - Р. 185-189.
237. Stouthamer А.Н., Bettenhaussen C.W. Growth and physiology
of potassium limited chemostat cultures of Рагасоссuэ ае-
пitrificaпs // АгсЬ. Microbio1. - 1980. - Vo1. 125. -
Р. 239-244.
2з8. Stouthamer А.Н., Беttепhаussеп c.w. Influence of 2,4-di-
nitropheno1 оп the maximuт specific growth rate and the
respiration rate of chemostat cultures of Рагасоссиэ deпit-
rificaпs 11 FEMS Microbiol. Lett. - 1981. - Vo1. 10. -
Р. 33-35.
239. Stucki J .W. The optimum efficiency and the economic degrees
оГ coupling of oxidative phosphorylatio!l / / Епг , J. Biochem.
- 1980. - Уо1. 109. - Р. 269-28з.
160.
240. Tempest D.W., Neijssel О.М., Zeveboom W. Properties and
performance of microorganisms in laboratory culture. Their
relevance to growth in natural eeosystems // Microbes in
Their Natural Environments. 34th Symp. SOCo Gen. Microbiol.
- Cambridge: Cambridge Univ. РгеББ, 198з. - Р. 119-152.
241. ~еп Brink В., Konings W.N. Generation of а protonmotive' for-
се in anaerobic bacteria Ьу end-product efflux // Meth.
Enzymol. - 1986. - Vol. 125. - Р. 492-510.
242. ten Brink В., Lolkema J.S., Hellingwerf K.J., Konin~s W.N.
Variable stoichiometry оГ proton: lactose symport in Esche-
richia coli cells // FEMS Microbiol. Lett. - 1981. - Vol.
12. - Р. 237-240.
243. Terraeiano J.S., Schreurs W.J.A., Kashket E.R. Membrane
eonduetance оГ Clostridiuт therтoaceticuт and Clostridiuт
acetobutylicuт: evidenee Гог electrogenic Na/H antiport in
Clostridiuт therтoaceticuт // Appl. Environ. Microbiol. -
1987. - Vol. 53. - Р. 782-786.
244. Tokuda Н., Unemoto Т. А respiration-dependent primary so-
dium extrusion system funetioning at alkaline рН in the
marine bacterium Vibrio algiпolyticus // Bioehem. Biophys.
Res. Commun. - 1981. - Vol. 102. - Р. 265-271.
245. Tokuda Н., Unemoto Т. Characterization of the respiration-
dependent Na риmр in the marine baeterium Vibrio algiпoly-
ticus // J. Biol. Chem. - 1982. - Vol. 257. - Р. 10007-
10014.
246. Udagawa Т., Unemotc Т., Tokuda Н. Generation оГ sodium elee-
troehemical potential Ьу the sodium-motive NADH-oxidase and
sodium/proton antiport system of а moderately halophilic
161.
Vibrio costicola // J. Biol. Chem. - 1986. - Vol. 261. -
Р. 2616-2622.
247. van Dam K.~ Westerhoff H.V., КгаЬ К., van der Меег Н.,
Arents J.C. Relationship between chemiosmotic flows and
therтodynamie forees in oxidative phosphorylation // Bio-
chim. Biophys. Aeta - 1980. - Vol. 591. - Р. 240-250.
248. van Verseveld H.W., Бгаstег М., Kashket E.R., Stouthamer
А.Н. Proton-motive foree during growth о! Escherichia coZi
in the reeyeling fermentor // FEBS Lett. - 1986. - Vol.
202. - Р. 319-322.
249. Vink R., Bendall M.R., Simpson S.J., Rogers P.J. Estimation
о! Н to adenosine 5~-triphosphate stoichiometry о! Esche-
richia coli АТР synthase using 31р .NMR// Bioehemistry
1984. - Vol. 23. - Р. з667-з675.
250. Waggoner A.S. Dye indieators of mеmЬгапе potential // Апп.
Rev. Biophys. Bioeng. - 1979. - Vol. 8. - Р. 47-68.
251. Wallace J.R., Holms H.W. Maintenance eoefficients and rates
of turnover о! cell material in Escherichia coZi ML 308
at different growth temperatures // FEMSMicrobiol. Lett. -
1986. - Vol. 37. - Р. 317-320.
252. Wase D.A.J., Ratwatte Н.А.М. Variation о! intraeellular so-
dium апд potassium coneentration with ehanges in agitation
rate for ehemostat-cultivated Escherichia coli // Appl.
Mierobiol. Bioteehnol. - 1985. - Vol. 22. - Р. 325-328.
253. Watson T.G. Effeets о! sodium ehloride оп steady-state
growth and metabolism о! Saccharoтyces cerevisiae // J.
Gen. Mierobiol. - 1970. - Vol. 64. - Р. 91-99.
162.
254. Westerhoff H.V., He11ingwerf K.J., van Dam К. Thermodynamic
efficiency of microbia1 growth is low but optimal Гог maxi-
ma1 growth rate 11 Ргос. Natl. Acad. Sci. USA - 198з. -
Vol. 80. - Р. 305-309.
255. Westerhoff H.V., Lolkema J.S., Otto R., Hel1ingwerf K.J.
Thermodynamics оГ growth, non-equilibrium thermodynamics
оГ bacteria1 growth. The phenomenological and the mosaic
approach 11 Biochim. Biophys. Acta - 1982. - Vo1. 68з. -
Р. 181-220.
256. Westerhoff H.V., Me1andri В.А., Venturo1i G., Azzone G.F.,
Kell D.B. Mosaic protonic coupling hypothesis Гог Ггее
energy transduction 11 FEBS Lett. - 1984. - Vol. 165. -
Р. 1-5.
257. Westerhoff H.V., Me1andri В.А., Venturoli G., Azzone G.F.,
Kell D.B. А minimal hypothesis Гог membrane-1inked Ггее-
energy transduction. The ro1e оГ independent, sma1l соир-
1ing units 11 Biochim. Biophys. Acta - 1984. - Vol. 768. -
Р. 257-292.
258. Westerhoff H.V., Scholte B.J., Hel1ingwerf K.J. Bacterio-
rhodopsin in liposomes. 1. А description using irreversib-
1e thermodynamics 11 Biochim. Biophys. Acta - 1979. -
Vo1. 547. - Р. 544-560.
259. Westerhoff H.V., Simonetti A.L.M., van Оаm К. The hypothe-
sis оГ localised chemiosmosis is unsatisfactory 1/ Biochem.
J. - 1981. - Vol. 200. - Р. 193-202.
260. Wetzstein Н.С., McCarthy J.E.G., Gottschalk С. The mетЬгапе
potential in а cytochrome-deficient species ог Bacteroides:
its magnitude and mode of generation 1/ J. ~еп. Microbiol.
- 1987. - Vol. 133. - Р. 73-8з.
163.
261. Wikstrom Н., КгаЬ К. Proton-pumping cytochro~e с oxidase
// Biochim. Biophys. Acta - 1979. - Vol. 549. - Р. 177-222.
262. Williams R.J.P. The history and the hypothesis concerning
ATP-formation Ьу energized protons // FEBS Lett. - 1978. -
Vol. 85. - Р. 9-19.
26з. Woelders Н., Putters J., van Dат К. Flow-force relation-
ships in mitochondrial oxidative phosphorylation // FEBS
Lett. - 1986. - Vol. 204. - Р. 17-21.
264. Yamasaki К., Moriyama У., Futai М., Tsuchiya Т. Uptake and
extrusion of К regulated Ьу extracellular рН in Escherichia
coZi // FEBS Lett. - 1980. - Vol. 120. - Р. 125-127.
265. Zaritsky А., Kihara М., МаспаЬ Н. Measurement of mетЬгапе
potential in BaciZZus subtiZis: а comparison of lipophilic
cations, rubidium ion and а cyanine dye as probes // J.
МетЬгапе Biol. - 1981. - Vol. 6з. - Р. 215-231.
266. Zilberstein О., Schuldiner S., Рап ап Е. Proton electrochemi-
cal gradient in Escherichia coZi cells and its relation to
active transport of lactose // Biochemistry - 1979. -
Vol. 18. - Р. 669-673.
267. Zilberstein О., Agmon V., Schuldiner S., Padan Е. The sodi-
um/proton antiporter is part of the рН homeostasis mechanism
in Escherichia coZi // J. Biol. Chem. - 1982. - Vol. 257. -
Р. з687-3691.
268. Zoratti М., Favoron М., Pietrobon D., Azzone G.F. Intrin-
sic uncoupling оГ mitochondrial proton риmрз. 1. Non-ohmic
canductance cannat account Гог the nonlinear ctependence оГ
'"v
static head respiration оп ~~H+ // Biochemistry - 1986. -
Val. 25. - Р. 760-767.
164.
269. Zoratti М., Pietrobon О., Azzone G.F. Оп the relationship
between rate оГ АТР synthesis and Н eleetroehemieal gradient
in rat-liver mitochondria 1/ Еиг. J. Biochem. - 1982. -
Vol. 126. - Р. 44з-451.
270. Zoratti М., Petronilli V., Azzone G.F. ATP-synthase-media-
ted proton fluxes and phosphorylation in rat liver mitoehond-
ria: dependence оп н+ // Bioehim. Biophys. Acta - 1986.
- Vol. 851. - Р. 123-135.
271. Zychlinsky Е., Matin А. Effect ОГ starvation оп eytoplasmic
рН, proton motive Гогее and viability оГ ап acidophilie Ьас-
terium ThiobaciZZus acidophiZus // J. Bacteriol. - 198з. -
Vol. 153. - Р. 371-374.
272. Zychlinsky Е., Mati~ А. Cytoplasmic рН homeostasis in ап
acidophilic bacterium, ThiobaciZZus acidophiZus // J. Вае-
teriol. - 198з. - Vol. 156. - Р. 1352-1355.
